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INTRODUCCION

La carne es considerada una de las principales fuentes de proteinas de alta calidad,
por su contenido de aminoacidos esenciales, es decir; aquellos que el metabolismo
no sintetiza y que se obtienen de los alimentos. Debido a que la poblacion mundial
ha ido en aumento, no se alcanza a satisfacer la creciente demanda de consumo,
por ende, se han buscado fuentes alternativas de este nutrimento. Los insectos
pueden ser una alternativa viable, ya que el contenido de proteinas es alto y
variable, aportando entre 40-50 gramos de proteina por 100 gramos de insecto
(Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAQ],
2014; Van Huis y Tomberlin, 2017; Rojas, 2018).

El contenido de proteinas en los alimentos se cuantifica por medio de los
métodos de Kjeldahl y Dumas; de acuerdo con las metodologias descritas en la
Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales, (AOAC International), para el analisis
de alimentos (Jonas y Martinez, 2017). Ambos métodos cuantifican la cantidad de
nitrdgeno total presente en la muestra, el calculo de proteina se hace mediante el
uso de un factor que cambia dependiendo el tipo de alimento que se esté evaluando.
En la mayoria de los alimentos, los aminoacidos representan el 16 % del peso de la
proteina, por lo tanto; el factor de conversiéon de nitrégeno a proteina usualmente es
6.25. En algunos alimentos el factor es mayor o menor dependiendo de la
proporcién de nitrégeno en las proteinas (Simonne et al., 1999).

La falta de distincién del origen del nitrdgeno del alimento genera una de las
principales desventajas de ambos métodos de cuantificacion de proteina. El método
de Kjeldahl cuantifica nitrdgeno organico y amonio por lo que hay interferencia de
compuestos nitrogenados no proteicos, el método de Dumas cuantifica el nitrdgeno
inorgénico (fracciones como el nitrito y el nitrato) (Romero, 1997; Muller, 2017).

La estructura de los insectos (exoesqueleto) esta formada principalmente por
guitina compuesta por unidades de glucosamina y N-acetilglucosamina (NAG)
enlazadas linealmente (Nikahd et al., 2020). Al componerse las moléculas de
nitrogeno, el contenido de proteina calculado mediante el analisis de Kjeldahl y
Dumas, asi como el uso de los factores de conversion desarrollados para otros

alimentos, sobreestiman el contenido de este nutriente (Jonas y Martinez, 2017).



Al analizar la composicion quimica del insecto, asi como los factores que
influyen en la determinacion del contenido proteico, se debe hacer una correccién
del valor que se esta considerando ya que hay una sobreestimacion. Por lo anterior,
en este trabajo se busca analizar el porcentaje de sobreestimacion en el contenido
de proteina, reportado en insectos considerando el contenido no proteico en la

determinacion.



HIPOTESIS

Si se conoce el contenido de quitina presente en la estructura de los insectos y se
considera el nitrogeno total de la muestra, se podra calcular el porcentaje de
sobreestimacion de proteina reportada en la literatura, por los métodos de Kjeldahl

y Dumas.

OBJETIVOS

Objetivo General
e Analizar la sobreestimacion del contenido de proteina reportado en insectos
para proponer un método quimico que permita determinar el contenido real

de este nutrimento.

Objetivos Particulares

e Identificar las variables que afectan la determinacion de proteinas en los
insectos para evaluar su influencia en la sobreestimacién en su contenido.

e Analizar la composicidén quimica de los insectos para establecer el contenido
de nitrdgeno no proteico que se debe considerar en el célculo de la
sobreestimacion.

e Desarrollar un procedimiento confiable para la extraccion y cuantificacion de

proteinas en insectos, utilizando como base los ya existentes.



l. ANTECEDENTES

Las proteinas son macromoléculas constituidas por cadenas de aminoacidos. Estos
compuestos estan formados por atomos de carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O)
y nitrégeno (N) al igual que algunos tienen azufre (S). Los aminoé&cidos tienen un
grupo amino y un grupo carboxilo, se unen mediante enlaces peptidicos entre el
grupo carboxilo y el grupo amino de éstos; formando la estructura de la proteina
(L6pez, 2014).

Estas moléculas son necesarias para el crecimiento, el desarrollo corporal, el
mantenimiento y reparacion del cuerpo, entre otras funciones como el reemplazo de
tejidos desgastados o dafados, para producir enzimas metabolicas y digestivas,
ademas son constituyentes esenciales de ciertas hormonas (Latham, 2002).

El organismo necesita del consumo de alimentos que funcionen como fuente
proteinas, estas pueden ser de origen animal o vegetal. Las de origen animal
disponen de una mayor presencia y proporcion de los aminoacidos esenciales, entre
ellas se encuentran: la carne, pescado, mariscos, huevos, leche y sus derivados
lacteos, entre otros (Nestlé, 2021).

Las fuentes de origen vegetal se consideran de menor calidad al presentar
menor cantidad de aminoacidos esenciales, se encuentran: legumbres, cereales,
cacahuates, semillas, entre otros. Es necesario ingerir diferentes grupos de
alimentos de este tipo durante el dia, para obtener una proteina de alto valor
bioldgico y que, en su conjunto, proporcionen los aminoacidos esenciales que el
cuerpo necesita. Adicionalmente, las proteinas de origen vegetal requieren un
menor consumo de recursos naturales ademas de que generan una menor cantidad
de gases de efecto invernadero en comparacion con los alimentos de origen animal
(Nestlé, 2021). A lo largo del tiempo se ha desarrollado el consumo de insectos en
diferentes partes del mundo valorandose como fuente alternativa e inusual de

proteinas.



De acuerdo con la FAO, la entomofagia se refiere “al consumo de insectos
por los seres humanos”. El objetivo de esta practica es la integracion de insectos a
la alimentacién de manera consciente, ademas que tienen beneficios de caracter
ambiental, sanitario, entre otros (Halloran y Vantomme, 2013).

Los insectos fueron fuente de alimentos para el ser humano cuando ain no
se habian desarrollado armas para la caceria, ni técnicas agricolas. Desde
entonces, esta practica ha persistido, no obstante, no es comun integrar insectos a
la alimentacion ya sea por eleccion o sin saber que un producto esta compuesto de
insectos (Arnaldos et al., 2010).

1.1 ENTOMOFAGIA A NIVEL MUNDIAL

La entomofagia se practica con frecuencia en mas de 90 paises, principalmente en
regiones de Asia, Africa y América Latina (Halloran y Vantomme, 2013). En la
Figura 1, se observa el numero de especies de insectos comestibles por pais,
México es uno de los paises que cuentan con mas de 300 especies al igual que
China e India (Wageningen University, 2017). De acuerdo con lo reportado por
distintos autores (Van Huis et al., 2013; Jongema y Wageningen University, 2017)
las principales especies de insectos comestibles por grupo, en el mundo son:
escarabajos (Coleoptera), orugas (Lepidoptera), abejas, hormigas y avispas
(Hymenoptera), seguidos de saltamontes y langostas (Orthoptera), chinches
(Hemipteros), libélulas (Anisoptera), termitas (Isoptera), entre otros; como se
muestra en la Figura 2. Se destaca el grupo de escarabajos en la grafica de pastel
al tener mayor numero de especies por grupo, 659 de un total de 2111 reportadas

por Jongema y Wageningen University (2017).
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Figura 1. Cantidad de especies de Insectos comestibles registrados por pais. Recuperada de:

Jongema y Wageningen University, 2017.

Moscas, 37 Cucarachas, 37 Otros , 60
Termitas, 59
Libélulas, 61 Escarabajos,
659
Chinches, 237
Saltamontes y
langostas, 278
Orugas, 362

Hormigas,
Abejas y
Avispas, 321

Figura 2. Numero de especies de insectos comestibles reportadas por grupo, en el mundo (de un

total de 2111). Basada en: Jongema y Wageningen University, 2017.
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A nivel mundial existen aproximadamente 250 empresas que industrializan
insectos o0 productos derivados, distribuidas mayormente en Bélgica, Brasil,
Canada, Dinamarca, Espafa y Estados Unidos, estos dos ultimos lideres en la
produccion de mosca doméstica Musca domestica y de mosca soldado Hermetia
illucens. También Finlandia, Francia lider en gusano amarillo de las harinas
Tenebrio molitor, Holanda, Reino Unido, Vietham y Tailandia este ultimo es
considerado como productor global de grillos con fines comestibles en el planeta
(Pino, 2020).

En la Figura 3 se presenta el mercado de insectos reportado en el afio 2019
por FUNDES STRATEGY (2019). En Norteamérica, hay una demanda de fuentes
de alimentos alternativas que sean sostenibles, dando como resultado un aumento
de consumo de insectos en el mercado. En América Latina, México aporta alrededor
del 19% del total de la industria de insectos comestibles, en cambio; en Europa
Suiza tiene el mayor porcentaje (17%). Tailandia, China y Vietham son los mayores
consumidores de insectos en Asia.

Africa tiene el mercado mas bajo de insectos comestibles comparado con los
otros continentes, sin embargo, en el Congo, Camerim, Zambia, Zimbabwe,
Sudafrica y Nigeria es comun su consumo (FUNDES STRATEGY, 2019).
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Norteamerica Ameérica Latina Europa Asia Africa

Mercado insectos comestibles (millones USD)
3

Figura 3. Mercado de insectos comestibles (en millones) Adaptada de: FUNDES STRATEGY (2019)
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1.2 ENTOMOFAGIA EN MEXICO

Es una préactica que se realiza desde la época prehispanica, los insectos
comunmente consumidos eran: libélulas, chapulines, escamoles, jumiles, gusano
de maguey, gusanos de nopal, gusanos de maiz, moscas, hormigas, abejas, entre
otros (Unilever Food Solutions, 2021).

Existen 2 mil especies de insectos comestibles en el mundo, en ese sentido,
especialistas del Instituto de Biologia de la UNAM en México, han identificado a mas
de 500 variedades de insectos para consumo tan solo en los estados del centro, sur
y sureste del pais (UNAM Global, 2016). Entre estas destacan los escamoles,
gusanos de maguey, hormigas chicatanas, ahuautles, chapulines, jumiles,
chinicuiles, entre otros (Diaz y Moreno, 2019), comparando las especies, se observa
que algunas se consumen desde la época prehispanica hasta la época actual.

El consumo de insectos estd presente en gran parte de la Republica
Mexicana concentrada principalmente en grupos indigenas como: zapotecos,
popolocas, tzetzales, huicholes, nahuas, tzotziles, tarascos, mayas, tlapanecos,
mixtecos, entre otros, donde se hacen celebraciones en honor a estos (Viesca y
Romero, 2009; INAH, 2012).

En la Tabla 1 se presentan los principales insectos de consumo en México y
las regiones donde es comun su integracion en la alimentacién. En la Figura 4, se

observa la morfologia de estos, para su identificacion.
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Tabla 1. Principales insectos de consumo en México y regiones donde es comun su ingesta

Insecto

Estado de la Republica Mexicana en el que se consume

Hormiga chicatana
Liometopum apiculatum

Hormiga glijera
(escamoles)
Atta mexicana

Gusano rojo de maguey
Aegiale hesperiaris

Gusano blanco de maguey
Commadia redtembacheri

Estado de México, Ciudad de México, Hidalgo, Nuevo Ledn,
Puebla, Querétaro y Tlaxcala

Chiapas, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,

Jalisco, Oaxaca, Puebla, Veracruz y Yucatan

Estado de México, Ciudad de México, Hidalgo, Michoacan,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala y Veracruz

Estado de México, Ciudad de México, Hidalgo, Durango,
Guanajuato. Michoacan, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala y

Zacatecas
Jumiles Estado de México, Ciudad de México, Guerrero, Morelos y
Edessa spp y Euschistus
. - Oaxaca
zopitensis
Fuente: Ramos-Elorduy, et al. (2015).
{ \2 'f\//

Hormiga Chicatana

Liometopum apiculatum M.

Gusano rojo de maguey

Acgiale hesperieris W
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Figura 4. Insectos comestibles mas consumidos en México. Recuperada de Romero y Carranza
(2018)
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1.3 COMPOSICION QUIMICA DE INSECTOS

Los insectos desempefian una importante funcion en la alimentacion tanto del ser
humano como de algunos animales domésticos siendo una excelente fuente de
proteinas, hidratos de carbono y vitaminas (Vantomme, 2010).

En la Tabla 2 se presenta la composicidon quimica de algunos insectos
comestibles, se puede observar que el contenido de cada uno de los nutrimentos
varia dependiendo el orden al que pertenecen.

Gran parte de la atencion en los insectos como alimento se ha centrado en
su elevado contenido de proteina, sin embargo, se ha demostrado que también
representan una fuente alternativa de lipidos y en especial de acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) esenciales. Desde un punto de vista nutrimental, destaca su
elevado contenido en &cidos grasos insaturados (superior al 60%) y en particular
los altos niveles de los acidos oleico (C18:1), linoleico (C18:2 n-6) y a-linolénico
(C18:3 n-3) (Santurino et al., 2016).

De acuerdo con Ramos et al. (1998), la cantidad de calorias que aportan los
insectos es de 216.94 a 776.8 kcal/100 g. Referente a las vitaminas, algunos
insectos son ricos es tiamina y riboflavina como Sphenarium purpurascens al igual

gue proporcionan una cantidad importante de niacina como Sphenarium sp.

Tabla 2. Composicion quimica de insectos comestibles.

Insecto Orden Proteinas Grasas Carbohidratos Minerales Fibra Cruda
g/100g de insecto
Libélulas Odonata 56.22 22.93 0.02 4.20 16.61
Langostas y Orthoptera 77.63 4.20 4.01 2.40 12.13
saltamontes
Mariposasy Lepidoptera 58.82 6.80 1.98 6.09 26.22
polillas
Moscas Diptera 35.81 5.80 5.18 31.12 22.00
Escarabajos  Coledptera 31.21 34.30 0.05 1.72 32.72
Hormigas, = Hymenoptera 60.60 10.61 13.14 5.36 10.18
abejasy
avispas

Fuente: Fleta (2018)
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1.3.1 CONTENIDO DE PROTEINA

En diversas regiones se realizan analisis quimicos para la determinacion de
la composicion quimica de los insectos, principalmente se evalla el contenido de
proteina para determinarse como fuente alternativa de la misma. Los
procedimientos de cuantificacion de proteina mas usados miden la cantidad de
nitrogeno y han sido validados en alimentos como: carne, huevos o productos
lacteos y granos. Se utiliza un factor de conversion especifico para cada tipo de
alimento, asumiendo que todo el nitrdgeno presente estd en forma de proteina
(Merrill y Watt, 1973). Con la determinacion de aminoacidos, se caracteriza
nutricionalmente un alimento, es importante para el desarrollo de una industria
alimenticia de calidad y fundamental para la salud humana. En la Tabla 3, se
compara el contenido de aminoacidos esenciales y no esenciales, presentes en el
insecto T. molitor y en la carne de res, demostrando que puede ser una fuente de
proteinas viable. Las larvas de T. molitor contienen un alto contenido de proteinas,
grasa, fibra y minerales. Su crianza se basa en el consumo de una variedad de
frutas y hortalizas, alimentos de los cuales extraen el agua y nutrientes que
necesitan. Por ello, han adquirido gran importancia econémica, llegado a convertirse
en una importante fuente de alimento de alta calidad, y un suplemento alimenticio
para mascotas (Diaz et al., 2021).

El contenido de proteinas de diferentes especies de insectos, reportados en
la literatura se obtiene principalmente a partir de la cuantificacion de nitrégeno total
utilizando el factor de conversién de nitrdgeno a proteina de 6.25, generalmente de
manera indistinta; al no haber un factor especifico para cada especie de insecto.

La presencia de nitrégeno de origen no proteico (NNP) en insectos,
proveniente de quitina, acidos nucleicos, fosfolipidos y productos de excrecion (por
ejemplo, amoniaco) en el tracto intestinal, llevan a una sobreestimacion del
contenido de proteinas al considerar que todo el nitrdgeno cuantificado es proteico
(Janssen et al., 2017), independientemente del proceso de extraccion o

cuantificacion, se utilice Kjeldahl o Dumas.
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Hay algunas variables que se deben considerar en la composicién quimica

de los insectos, que influyen principalmente en el contenido de proteinas como la

especie. El valor nutricional de los insectos también va a depender de acuerdo con

el tipo de alimentacion, etapa del ciclo de vida, método de extraccion, e incluso el

sexo del insecto (Oonincx y Van der Poel, 2011; Kulma et al, 2019).

Tabla 3. Comparacion en el contenido de aminoéacidos del insecto T. molitor y carne de res.

Aminoacido T. molitor Carne de res
(g/kg muestra seca) (9/kg muestra seca)
Esenciales

Isoleucina 27.7 16.0
Leucina 52.2 42.0
Lisina 26.8 45.0
Metionina 6.3 16.0
Fenilalanina 17.3 24.0
Treonina 20.2 25.0

Triptofano 3.9 -
Valina 28.9 20.0
Histidina 155 20.0

No esenciales

Alanina 40.4 30.0
Acido aspartico 40.0 52.0
Cisteina 4.2 5.9
Glicina 27.3 24.0
Acido glutamico 55.4 90.0
Prolina 34.1 28.0
Serina 25.2 27.0

Taurina 0.10 -
Arginina 25.5 33.0
Tirosina 36.0 22.0

Fuente: Van Huis et al. (2013)
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Il. METODOLOGIA

Para cumplir con el objetivo del trabajo, se hizo una revision de informacion de
articulos cientificos nacionales e internacionales, libros, conferencias registradas,
bases de datos, sobre: el consumo de insectos a nivel nacional e internacional,
beneficios reportados de consumo, caracteristicas generales (composicion
quimica), asi como, variables (especie, etapas del ciclo de vida, sexo del insecto, y
método de extraccion de proteinas) que influyen en la determinacién y cuantificacion
de este nutrimento, metodologia y registros relacionados con el desarrollo del
trabajo.
Las fuentes principales de consulta empleadas fueron:

e Biblioteca Digital de la UNAM (UNAM-BIDI): A través de distintas bases de
datos, se realiz6 la busqueda de articulos cientificos para la recopilacion de
la informacion.

e Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentaciéon y la
Agricultura (FAO): Por medio de esta fuente se consultaron las definiciones
de entomofagia y proteinas, articulos sobre el consumo de insectos, asi como

en registros de conferencias y acuerdos nacionales e internacionales.

Para la propuesta del método se llevo a cabo un analisis del contenido de
proteina reportado en diversos articulos, se evalud la metodologia de cuantificacion
y extraccion de proteinas, asi como los principales factores que causan variacion
en el dato obtenido. Se seleccionaron los resultados de cuantificacion de proteina
por el método de Kjeldahl al ser el método oficial para alimentos de consumo

humano.

Con la informacién recopilada se elaboraron dos propuestas para evaluar la

sobreestimacién del contenido de proteinas en los insectos.

En la primera propuesta se hizo una correccién del contenido de nitrégeno total
considerando el valor de nitrdgeno proveniente de la quitina. Se obtuvo una
estimacion del contenido de nitrégeno proteico, el cual se convirti6 a proteina

usando el factor de 6.25 para el método de Kjeldahl.
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Se emplearon distintos valores de quitina dependiendo la especie del insecto,
de acuerdo con lo reportado por diversos autores (Ramos-Elourdy et al., 1997;
Banjo, 2006; Raksakantong, 2010; Sirimungkararat et al., 2010; Ramos-Elourdy et
al., 2012) véase Tabla 7. El contenido de nitrégeno en la quitina reportado fue de
6.8 % (Shaofang et al. 2012; Janssen et al. 2017).

En la segunda propuesta se realizé la correccidon del contenido de proteinas
usando el nuevo factor de conversion (4.76 = 0.09) propuesto por Janssen et al.
(2017).

Se compararon los resultados obtenidos por ambas propuestas y se calcul6 el
porcentaje de proteinas que se estd sobreestimando mediante el método de

Kjeldahl considerando el nitrégeno total y el uso del factor de 6.25.

Se realizaron dos Andlisis de Varianza (ANOVA) de dos factores con varias
muestras por grupo evaluando la influencia del sexo de los insectos en el contenido

de proteina y en el de quitina.
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IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CONTENIDO DE PROTEINA EN INSECTOS Y FACTORES QUE INFLUYEN
EN SU CUANTIFICACION.

3.1.1 IDENTIFICACION DE INSECTOS COMESTIBLES Y SU POTENCIAL
COMO FUENTE DE PROTEINAS

De acuerdo con Rumpold y Schliter (2013) los insectos proporcionan
cantidades satisfactorias de energia y proteinas, satisfacen los requisitos de
aminoacidos para los seres humanos, tienen un alto contenido de acidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados, son ricos en micronutrientes como cobre, hierro,
magnesio, manganeso, fésforo, selenio y zinc, asi como riboflavina, &cido
pantoténico, biotina y, en algunos casos, acido folico, al igual que son ricos en fibra.

Se debe considerar que la composicion nutricional de los insectos varia
sustancialmente entre especies: a lo largo de las etapas metamorficas (huevos,
larvas, pupas o adultos), el habitat y la dieta del insecto (Van Huis et al., 2013).

En la Tabla 4 se observa el contenido de proteina en algunas especies de
insectos, asi como su variacion dentro del mismo orden. El valor de proteina varia
desde 23.47 % para termita Macrotermes nigeriensis hasta 65.60% para cucaracha
Periplaneta americana L por lo que, no se puede considerar la misma cantidad de

proteinas para todos los insectos, al haber variacion incluso entre especies.
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Tabla 4. Contenido de proteina determinado por el método de Kjeldahl, reportado en base seca (BS) en

diferentes especies de insectos

Insectos S Contenido de Etgpa del Pais de
X Nombre cientifico . ciclo de ; .
comestibles proteina (%) BS vida estudio/ Origen
Escarabajo?! Callipogon barbatus 41.00 Larva México
Escarabajo® Protaetia brevitarsis 44.23 Larva Corea del Sur
Escarabajo? Oryctes rhinoceros 50.48 Larva Nigeria
Escarabajo® Tenebrio molitor 53.22 Larva Corea del Sur
Escarabajo® Allomyrina dichotoma 54.18 Larva Corea del Sur
Escarabajo* Copris nevinsoni 54.43 Larva Tailandia
Waterhouse
Escarabajo?  Oryctes rhinoceros Linnaeus 57.81 Larva Nigeria
Escarabajo* Tenebrio molitor 60.20 Adulto México
Grillo® Teleogryllus emma 55.65 Adulto Corea del Sur
Grillo® Gryllus bimaculatus 58.32 Adulto Corea del Sur
Cucaracha?® Periplaneta australasiae F 62.40 NR México
Cucaracha® Periplaneta americana L 65.60 NR México
Mosca! Copestylum haggi y anna 37.00 NR México
Mosca * Efidra hians 35.87 NR México
Abejal Apis mellifera 42.00 Larvas México
Abeja’ Apis mellifera 49.00 Pupas México
Abejal Apis mellifera 50.00 Larvasy México
Pupas
Hormiga* Liometopum apiculatum 39.67 Larvas México
Hormiga! Pogonomyrmex barbatus 45.79 NR México
Hormiga! Atta mexicana 46.00 NR México
Termitas* Macrotermes bellicosus 34.80 NR Nigeria
Termitas* Macrotermes nigeriensis 23.47 NR Nigeria
Mariposat Aegiale (Acentrocneme) 40.00 Larva México
hesperiaris
Mariposa* Aegiale hesperiaris 40.34 Larva México

*Proteina= %N x 6.25, NR (No reportado)
1. Ramos-Elourdy et al. (1997); 2. Onyeike et al. (2005); 3. Ramos-Elourdy et al. (2012); 4. Rumpold y Schliter
(2013); 5. Tae-Kyung et al. (2019)
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3.1.2 ETAPAS DEL CICLO DE VIDA DE LOS INSECTOS

Se le llama metamorfosis a la serie de cambios que sufren los insectos durante su
desarrollo desde el huevo hasta convertirse en adultos. Con sus excepciones, los
insectos nacen a partir de un huevo, su desarrollo posterior puede tomar uno de dos
caminos, la metamorfosis incompleta o gradual, o la metamorfosis completa
(Zumbado y Azofeifa, 2008).

Los insectos pueden clasificarse en ametdbolos y metabolos. Los
ametébolos presentan muy pocos cambios, principalmente de tamafio y desarrollo
de genitalia externa. Este tipo de metamorfosis se encuentra en insectos primitivos
sin interés agricola que, por carecer de alas, se conocen también como apterigotos
(Universidad Nacional de Cordoba, 2019).

La gran mayoria de los insectos, son metabolos, es decir presentan cambios
externos mas o menos pronunciados durante su desarrollo, y como poseen alas (0
las han perdido secundariamente) se conocen también como pterigotos
(Universidad Nacional de Cordoba, 2019).

Tipos de metamorfosis:

e Metamorfosis incompleta o gradual

Inicia con el huevo, del que nace un pequefio insecto de apariencia similar al adulto,
llamado ninfa, el cual carece de alas y su aparato reproductor funcional (Zumbado
y Azofeifa, 2008). Este tipo de insectos pasa por los estados de desarrollo: Huevo-
Ninfa-Adulto (Universidad Nacional de Coérdoba, 2019). Se dan varias fases o
estadios, durante las cuales se van desarrollando paulatinamente las alas, hasta
llegar finalmente a la fase adulta, capaz de reproducirse, y de volar.
Este tipo de desarrollo se presenta en:
¢ Insectos del orden Orthoptera como son grillos y chapulines principalmente.
Las hembras depositan los huevos en diversos sustratos que incluyen el suelo,
hojas, troncos, cortezas, hojarasca y ramitas. En muchos casos producen sonidos
al frotar una parte del cuerpo contra la otra. Tienen antenas largas y filiformes,

segmentadas (Zumbado y Azofeifa, 2008).
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¢ Insectos del orden Blattodea (cucarachas)

Se reproducen sexualmente, las hembras ponen de tres a seis capsulas de
huevos conocidas como ootecas, cada una con alrededor de 30 a 50 huevos.
Dependiendo de la especie, las ootecas son pegadas a un sustrato, algunas se
cargan en el extremo del abdomen hasta que las ninfas emergen o las hembras
mantienen la ooteca dentro del abdomen hasta un cierto tiempo para parir a las
ninfas.

¢ Insectos del orden Hemiptera (Chinches, chicharritas)

e Metamorfosis Completa
Consta de cuatro etapas: huevo-larva-pupa-adulto. Cuando el insecto esta en su
etapa de larva, es muy diferente en forma y estructura al adulto. Las larvas
incrementan su tamafio en cada estadio. Durante la etapa de pupa el insecto no se
alimenta y se mantiene protegido al resguardo de los depredadores (Zumbado y
Azofeifa, 2008). Ejemplos de grupos que presentan este tipo de metamorfosis:

¢ Insectos del orden Coleoptera (abejones, escarabajos, picudos, mariquitas).

e Insectos del orden Himendépteros (hormigas, abejas y avispas)
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3.1.3 INFLUENCIA DEL CICLO DE VIDA DE LOS INSECTOS EN EL CONTENIDO
DE PROTEINA

Los insectos son consumidos en diferentes etapas de su ciclo de vida como: huevos,
larvas, pupas o adultos. Las principales especies consumidas son, por orden de
importancia: escarabajos (Coleoptera), orugas (Lepidoptera), hormigas, abejas y
avispas (Hymenoptera), saltamontes y langostas (Orthoptera), chinches, pulgones
y chicharritas (Hemiptera), termitas (Isoptera) y moscas (Diptera) y algunas otras.
Los lepiddpteros, coledpteros y dipteros (incluidas las moscas) se consumen
comunmente en la etapa larvaria; mientras que Orthoptera, Hymenoptera,
Hemiptera e Isoptera se consumen principalmente en la etapa adulta (Yi, et al.,
2013).

De acuerdo con Jansen et. al. (2017) se necesitarian estudios detallados para
desarrollar factores de conversion de nitrégeno especificos para cada especie de
insecto y para cada etapa del ciclo de vida de la especie. Jonas y Martinez (2017)
también nos mencionan que la gran variedad de insectos comestibles en sus
diferentes etapas de desarrollo, y la heterogeneidad en la composicién con respecto
a la quitina dificulta tener un factor detallado para cada insecto en sus distintas
etapas del ciclo de vida, siendo una variable que se tiene que considerar.

Algunos autores (Kulma et al., 2019) han reportado la influencia del ciclo de vida
en la determinacién de contenido de proteina, sin embargo, en la Tabla 4 se puede
observar que, para el caso de las abejas, el contenido de este nutrimento es similar

como pupa, larva y la combinacion de estas.
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3.1.4 COMPOSICION QUIMICA DE INSECTOS PARA CONSUMO HUMANO

En los insectos y demas artrépodos la estructura de soporte de los musculos es
externa, a diferencia de los vertebrados (peces, anfibios, reptiles, aves, y
mamiferos) que presentan un esqueleto interno. El exoesqueleto esta conformado
por la cuticula, y la epidermis. La cuticula estd compuesta principalmente por
quitina, se encuentra encima de la epidermis y se extiende por todo el cuerpo
incluyendo los extremos del tubo digestivo y tubos respiratorios (Zumbado y
Azofeifa, 2008). La quitina estd compuesta de unidades de N-acetilglucosamina,
como se muestra en la Figura 5, estas se encuentran unidas entre si por enlaces -
1,4, de la misma forma en que las unidades de glucosa componen a la celulosa
(Zainol et al., 2020).

CH3
OH O
AN NH
o) O HO -
HO O 3
NH
o# OH
i CHj3 In

Figura 5. Estructura de la quitina, moléculas de N-acetilglucosamina unidas por enlaces 3-1,4

La endocuticula estd compuesta de quitina y proteinas, sin embargo, no
forma parte de las escleroproteinas y, por tanto, es suave y flexible. La exocuticula
estd compuesta de quitina y escleroproteinas por lo que se presenta rigida (Soto et
al., 2011). La cantidad de quitina y proteina no digerible en la cuticula de los insectos
es muy variable: las cuticulas duras tienen un alto contenido de proteina entre el 70
y el 85% (peso seco) y las blandas un bajo contenido de quitina del 15 al 30%
(Chapman, 2013).

La quitina rara vez existe en forma pura en la naturaleza, generalmente se

encuentra unida a una matriz compleja con otros compuestos. Se ha sugerido que
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la quitina podria aportar una cantidad significativa de nitrogeno vy, por lo tanto,
estimar la proteina usando nitrogeno y el factor de 6.25 podria resultar en una
sobreestimacion del contenido de proteina real del insecto (Finke, 2007).

Finke (2007) hace una estimacion del contenido de quitina, de acuerdo con
el porcentaje de fibra acido detergente (ADF), al basarse en la similitud estructural
entre la celulosay la quitina. El contenido de quitina resulta despreciable y concluye
que, para determinar el contenido de proteina total, se puede seguir usando el factor
de 6.25 como una estimacion razonable del contenido de proteina real para las
especies de insectos estudiados. Esta afirmacién se contradice con lo antes
reportado de la sobreestimacion del contenido de proteinas en los insectos ya que,
desprecia la cantidad de quitina cuantificada en el extracto obtenido, en cambio
Janssen et al. (2017), no consideran insignificante el contenido no proteico
cuantificado del extracto (incluyendo la quitina). En esta investigacion, se consideré
la suma de los aminoacidos para la modificacién del contenido de proteinas y un

nuevo factor dependiendo el tipo del insecto (véase Tabla 5).
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3.1.5 ELECCION DE VARIABLES QUE INFLUYEN EN LA DETERMINACION DE
CONTENIDO DE PROTEINA EN LOS INSECTOS.

Los valores nutricionales de los insectos varian incluso dentro de las especies
dependiendo la dieta y cdmo se preparan los insectos antes de consumo (Ramos
et al., 2012).

Efecto del procesamiento y extraccion de proteina en el insecto

Para utilizar insectos como fuente alternativa de proteinas, la extraccion
eficaz de las mismas es un requisito previo, ya que se buscan presentaciones en
las que los insectos sean aceptados por los consumidores potenciales. De acuerdo
con Janssen et al. (2017), determinaron el factor de conversion de nitrégeno a
proteina para larvas de tres distintas especies y sus extractos de proteinas, los
resultados se muestran en la Tabla 5.

En la determinacion del contenido de proteina a partir del contenido de
nitrégeno total, se calculd el factor a través de la relacion de nitrégeno proteico que
se considero a partir del perfil de aminoécidos realizado y el nitrégeno total de la
muestra cuantificado por el método de Dumas. La relacion para el factor de
conversion queda como: Naa / Nt.

La determinacion del factor de nitrégeno se realiz6é primero en las larvas de
T. molitor, A. diaperinus y H. illucens posteriormente determinaron el valor después
de la extraccion y purificacion de proteinas (de cada larva). En la primera parte
(Janssen et al., 2017) consideraron un valor de factor promedio de 4.76 £ 0.09. Este
factor fue diferente al obtenido para la proteina soluble extraida, el valor promedio
fue de 5,60 £ 0,24. Siendo significativamente mas alto en comparacion con el de las
larvas enteras, ya que se considera la eliminacion del nitrdgeno no proteico (NNP)
(Janssen et al., 2017).

En la extraccion de proteinas (Janssen et al., 2017) mezclaron las larvas
congeladas con acido citrico 0.1 M y un buffer de fosfato disdédico 0.2 M a pH 6.

Posteriormente las soluciones obtenidas se centrifugaron vy filtraron, lo obtenido se
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dializé, considerandose como el extracto de proteinas que posteriormente se liofilizé

para su almacenamiento.

Debido a las diferencias obtenidas se proponen dos factores considerando el

tipo de muestra que se tenga, es asi como, se demuestra la influencia que tiene el

proceso de extraccién de proteina en el insecto comparado con la determinacion

directa en el mismo.

Tabla 5. Contenido de proteina (g/ 100 g de muestra seca) determinado por el método de Dumas

en diferentes larvas de insectos y sus extractos.

Contenido de

Factor
Insecto Nitrégeno total ) proteinas (Nuevo
determinado
factor)

Tenebrio molitor 9.41 £0.03 4.75 448 +0.1

Extracto de T. molitor 12.15+0.53 5.59 68.1+ 3.0

Alphitobius 10.21 +0.05 4.86 48.6 £ 0.2
diaperinus

Extracto de A. diaperinus 13.00 + 1.09 5.59 72.8%+6.1

Hermetia illucens 7.70 £ 0.06 4.67 36.7+0.3

Extracto de H. illucens 12.06 £ 0.13 5.62 67.6 £0.7

Fuente: Janssen et al. (2017).

Efecto del sexo de los insectos en el contenido de proteina

Para conocer la influencia del sexo en la cantidad de proteina aportada por insectos,

se reviso la investigacion de Kulma et al. 2019, en dénde evaluaron el efecto del

sexo del insecto en el porcentaje de proteina. El grillo A. domestica fue seleccionado

como la especie a evaluar, el cual se compré en tres lotes de fuentes comerciales

locales. En la Tabla 6 se presentan los resultados obtenidos, reportados por lote

analizado.
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Tabla 6. Contenido de proteina y quitina en insectos, dependiendo el sexo

Hembra Macho Hembra Macho

Insecto Método Contenido de proteina Contenido de quitina

(g/ 100 g de muestra seca)

Grillo (Acheta ~ "J€ldahl 0 2008 0 2008 o 4 o0
domestica L) Fgcztgr. 63.10 +0.40 69.90+0.40 5.40+0.40 6.20+0.20
. Kjeidahl
gmgs(t?cc;ﬁt; Factor:  66.60+0.50%  70.80+0.60°* 5.50+0.30P 6.10+0.300
: 6.25
. Kjeldahl
gﬂgsﬁc;ﬁt)az Factor:  65.70+0.10%  71.90+0.30P* 5.50+0.10° 6.00+0.70¢
: 6.25
Saltamontes Kjeldahl
onocerus actor: . + 0.012 . + 0.
A F 17.28 +0.018  14.96+ 0.038 NR NR
variegatus L.)! NR

(ay b) letras distintas indican que hay diferencia significativa entre filas con un o« =0.05

(A'y B) letras distintas indican que hay diferencia significativa entre columnas con un « =0.05
(p y q) letras distintas indican que hay diferencia significativa entre filas con un « =0.05

NR: No reportado

1. Ademolu et al. (2017); 2. Kulma et al. (2019)

Como se observa en la Tabla 6, el contenido de proteina varia dependiendo
el sexo del insecto, en el caso de los grillos, los machos contienen mayor proteina
comparado con las hembras. El andlisis realizado por Kulma et al. (2019) confirma
gue los grillos, tanto machos como hembras son una fuente potencial de proteinas
y que el contenido de estas es significativamente afectado por el sexo. En el caso
de los saltamontes, las hembras presentaron mayor contenido de proteina,
comparado con los machos. Este efecto se asocia a las diferencias en sus requisitos
nutricionales para su rendimiento 6ptimo especificos del sexo (Reddiex et al., 2013).

Los resultados del analisis de varianza (ANOVA) de dos factores (Hembra y
Macho) con varias muestras por Grupo (Grillos Acheta domestica L. y Saltamontes
Zonocerus variegatus L.), con un «< =0.05, seflalan que hay una diferencia
estadisticamente significativa; entre las variables medidas de especie y contenido
de proteina de acuerdo con el sexo. Es decir, se afirma que el contenido de proteina
se distingue entre el tipo de insectos Grillos y Saltamontes, siendo menor en estos
altimos. En cuanto a la influencia del sexo, es mayor el contenido de proteina en los

grillos machos y saltamontes hembras (véase Anexo 1).
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En el caso de los grillos en la fecundacion, las hembras dependen de la
ingesta de proteinas, las cuales son necesarias para el desarrollo del huevo. Es asi
como el contenido de proteinas en ellas se vea reflejado como menor comparado
con los machos, en cambio; éstos prefieren una dieta rica en carbohidratos para
satisfacer la demanda de energia gastada durante el cortejo por lo que tienen mayor
cantidad de proteinas como se ve reflejado en la Tabla 6.

Cuando se analiz6 el contenido de quitina en grillos por Kulma et al. (2019),
en el caso de los machos, se obtuvo mayor cantidad de este componente
comparado con las hembras. Los resultados del analisis de varianza (ANOVA) de
dos Factores (Hembra y Macho) con varias muestras por Grupo (Grillos Acheta
domestica L.), con un o« =0.05, sefialan que hay diferencia estadisticamente
significativa en el contenido de quitina de acuerdo con el sexo. Se confirma lo
reportado por Kulma et al. (2019), respecto a la influencia del sexo del insecto en el
contenido de quitina. En cambio, no hay diferencia estadisticamente significativa,
entre los Grupos de grillos (véase Anexo 2).

El contenido de proteina y quitina depende del sexo del insecto (hembra o
macho) por lo que se debe de considerar la variacion para la correccion del

contenido de proteina en los insectos.
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3.2 PROPUESTA DE UN METODO PARA DETERMINAR PROTEINA EN
INSECTOS

3.21 METODOLOGIAS PARA DETERMINAR PROTEINA TOTAL Y
PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION DE PROTEINAS

La forma mas habitual de cuantificacion de proteina es de forma indirecta y
aproximada, a partir del contenido de nitrégeno en la muestra, o bien deduciendo
su cantidad a partir del contenido de uno o dos aminoacidos particulares. Este ultimo
es mas inexacto (Garcia & Fernandez, 2012).

La naturaleza de la muestra y el motivo especifico del andlisis suelen dictar
la eleccion de los métodos analiticos; velocidad, precisién, especificidad y
sensibilidad a menudo son factores clave en esta eleccion. (Nielsen, 2017).

Para cuantificar el contenido de nitrégeno total en los alimentos y
posteriormente convertirlo a proteina, se emplean principalmente dos métodos:

Kjeldahl y Dumas.

e Método de Kjeldahl

Actualmente sigue siendo el método oficial mas usado. Este emplea una digestion
acida (con acido sulfarico concentrado y catalizadores) que efectia la destruccién
oxidativa de la materia organica de la muestra y la reduccion del nitrégeno organico
a amoniaco. La reaccion forma sulfato de amonio, que en exceso de hidréxido de
sodio genera amoniaco, el cual se destila y se titula para determinar el contenido de
nitrdgeno en la muestra a estudiar (Lanza et al., 2016).

Este método se compone especialmente de tres etapas:

e Digestién

Las proteinas y componentes organicos de los alimentos en la muestra se digieren
con acido sulfarico en presencia de catalizadores (sulfato de cobre para acelerar la
reaccion). El nitrdgeno organico total se convierte en sulfato de amonio (Centeno,
2020).
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Proteina + H2SO4 — CO2 + (NH4)2S04 + SO2 (ecuacion 1)

e Destilacion y Neutralizacion

Se alcaliniza la muestra digerida y el nitrdgeno se desprende en forma de amoniaco

(ecuacion 2). EI amoniaco destilado se recoge sobre un exceso de &cido bérico
(ecuacion 3).

(NH4)2S04 + 2 NaOH — 2 NH3 T + Na2S04 + 2 H20  (ecuacion 2)

NHs + H3BO3z — NH4H2BO3 (ecuacion 3)

e Titulacién

Los aniones de borato formados se titulan con &cido estandarizado. El resultado del

analisis representa el contenido de proteina cruda del alimento ya que el nitrégeno

también proviene de componentes no proteicos (Garcia y Fernandez, 2012).
NH4H2BO3 + HCl — H3BOs3 + NH4Cl (ecuacion 4)

e Método de Dumas

Se caracteriza por pirélisis completa de la muestra y mediciéon del contenido de
nitrogeno de los gases de combustién. El nitrégeno puede ser medido con
manometro después de absorber el didxido de carbono en una solucion alcalina o
por conductividad térmica en métodos automatizados (Romero, 1997).

La muestra de masa conocida se ingresa en una camara a altas temperaturas
con presencia de oxigeno y de un catalizador, la muestra sélida o liquida se
combustiona, esto conduce a la liberaciéon de diéxido de carbono (CO2), agua (H20)
y nitrégeno. Los Oxidos de nitrdgeno (NOx) resultantes se reducen a nitrégeno
elemental con la ayuda de cobre, mientras que los subproductos (H20 y COz2) se
separan completamente. El nitrdgeno restante se analiza con un detector de

conductividad térmica (Mera, 2015).
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e Combustién

La muestra se pesa y se introduce en un horno de alta temperatura y se quema

rapidamente en presencia de oxigeno. Esto conduce a la liberacion de sustancias

como diodxido de carbono, agua y nitrogeno en forma de diferentes oxidos (NOX).
Muestra + O2 — CO2 + H20 + NOx + O2

e Reduccidén

Los gases de combustion pasan a un horno de alta temperatura y a través del cobre
caliente para eliminar el oxigeno y convertir 6xido de nitrdgeno en nitrdgeno
molecular. Las trampas especificas eliminan el agua y el dioxido de carbono

CO2+ H20 + NOx + O2+ Cu — CO2+ H20 + N2

El método Dumas recupera cuantitativamente todas las formas de nitrogeno,
organico e inorganico, durante el analisis y es especifico del nitrégeno total, carece

de cualquier grado de selectividad para la proteina (Muler, 2017).

Comparaciéon del método de Kjeldahl y Dumas

El método de Dumas es considerablemente mas rapido que el método de Kjeldahl
puesto que, cada medicion tarda alrededor de unos minutos comparado con la hora
0 mas de este ultimo método.

A pesar de la diferencia de los procedimientos de ambos métodos, tienen en
comun el uso de un factor de conversion de nitrégeno total que es cuantificado.
Estos factores, en el método tradicional Kjeldahl se han establecido a partir del
patréon de aminoacidos de la muestra. Para las muestras de alimentos con una
composicién variable, se acord6 un factor general de 6.25. Cuando se utilizan los
mismos factores de conversion para técnicas con distinta cuantificacion de
nitrogeno, se pueden producir diferencias en los resultados (Miiller, 2017).

El método de Kjeldahl cuantifica nitrégeno organico y amonio por lo que hay

interferencia de compuestos nitrogenados no proteicos, en cambio; el método de
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Dumas cuantifica el nitrégeno inorgénico (fracciones como el nitrito y el nitrato)
(Romero, 1997; Miller, 2017).

Ambos métodos ofrecen una precision similar, pero el Kjeldahl sigue siendo
el que goza de mayor reconocimiento y puede ser muy eficaz cuando se ejecuta en
lotes. Sin olvidar que ninguno de los dos métodos es exacto ya que se basan en la
aproximacion de contenido de proteina mediante la cuantificacion de nitrogeno total

en la muestra (Mdller, 2017).

Extraccion de proteinas

Existen gran variedad de meétodos disponibles para la extraccion de
proteinas, siendo de vital importancia la eleccion de los mismos con base en el tipo
de muestra que se tenga y las caracteristicas de las proteinas que se deseen aislar.
Estos pueden ser desde molienda manual, para extracciones simples hasta
tratamientos enzimaticos. El método de extraccion de proteinas mas utilizado se
realiza con la solubilizacion de estas en soluciones alcalinas, seguido de la
precipitacion con base en la modificacién de pH de la solucién y el punto isoeléctrico
(Tamayo et al., 2018).

En la extraccion de proteinas se realiza la ruptura celular o lisis, donde los
métodos més empleados se basan en la homogenizacion del tejido y la destruccion
de membranas por medio de procesos fisicos y/o quimicos, para maximizar la
liberacion de las proteinas y evitar la degradacién por factores como la temperatura,
o modificaciones por protedlisis, oxidacion, entre otros (Maldonado et al., 2017). Los
procesos que se realizan para la extraccion de proteinas se clasifican en mecanicos
y no mecéanicos. A partir del extracto, existen varios métodos que permiten la
purificacion de proteinas, para ello se somete a tratamientos que las separan en
diferentes fracciones basados en propiedades como tamafio o carga.

En la Figura 5 se muestra la clasificacion de los principales métodos de
extraccion de proteinas, asi como los pasos posteriores de precipitacion y

concentracion de estas en el extracto obtenido.
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Figura 5. Clasificacion de los métodos mas comunes para la extraccion, precipitacioén y concentracién de proteinas en alimentos

Elaboracion propia con base en: Universidad Nacional de San Martin (2017); Maldonado et al. (2017); Tamayo et al. (2018); Thomas (2019).
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3.2.2 EVALUACION DE LA SOBREESTIMACION DE PROTEINA

La influencia de las variables descritas anteriormente (especie, proceso, extraccion
de proteinas y sexo) asi como la composicion de los insectos (moléculas de
nitrégeno no proteicas), se consideran para las dos propuestas del calculo de

proteina en los insectos.

1. Correccion del nitrégeno proveniente de proteinas a partir del contenido de
nitrégeno total y considerando el contenido de quitina y el nitrégeno de esta.
2. Correccion del contenido de proteina reportado a partir del contenido de
nitrogeno total y el factor de conversion de 4.76 propuesto por Janssen et al.
(2017), para larvas de Tenebrio molitor, Alphitobius diaperinus y Hermetia

illucens.
3.2.2.1 Correccion de nitrégeno proveniente de proteinas

Se determind el nitrégeno total de la muestra a partir del contenido de proteina
reportado en la Tabla 4. El ajuste de nitrdgeno se realizé considerando el porcentaje

de nitrégeno no proteico a partir del contenido de quitina reportado (véase Tabla 7).

Tabla 7. Contenido de quitina (g/100g de insecto) reportado.

Insecto Contenido de quitina (%)

Escarabajos
Tenebrio molitor
Hormigas, abejas y
Avispas
Atta mexicana
Saltamontes y
langostas
Acheta domesticus
Termitas
Macrotermes
nigeriensis
Moscas 15.007
Eristalis sp
Cucarachas 8.441
Blaberus sp
Fuente: 1. Ramos-Elourdy et al., 1997; 2. Banjo, 2006; 3. Raksakantong, 2010; 4. Sirimungkararat

et al., 2010; 5. Ramos-Elourdy et al., 2012;

16.304

11.002

16.35%

6.405
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Para la correccion del nitrdgeno total se aplicaron los siguientes algoritmos

g nitrégeno

16.30 uitina 6.8 g nitrégeno
NNP (%) = (oo ) (200

100) = 1.11
100 g de insecto ) (100)

100 g quitina 100 g de insecto
Nitrégeno proteico = Contenido de nitrégeno total — NNP

Contenido de proteinas (%) = Nitrégeno proteico * 6.25

*Considerando: 16.30 % de quitina en el escarabajo Tenebrio molitor
NNP: Nitrégeno no proteico

En la Tabla 8 se reportan los valores obtenidos de la correccion del nitrégeno total
y el contenido de proteina (g/100 g de muestra seca) considerando el nitrégeno

aportado por la quitina.
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Tabla 8. Contenido de nitrégeno total reportado y contenido de proteina cruda corregido (propuesta

1) (g/ 100 g de muestra seca)

. Nitrogeno  Nitrégeno .
Insectos bre cientifi Nitrégeno d ” . Contenido de
comestibles Nombre cientifico total (%) e quitina proteico proteina (%)
(%) (%)
Escarabajo’  Callipogon barbatus 6.56 1.11 5.45 34.07
Escarabajo®  Protaetia brevitarsis 7.08 1.11 5.97 37.30
Escarabajo? Oryctes rhinoceros 8.08 1.11 6.97 43.55
Escarabajo® Tenebrio molitor 8.52 1.11 7.41 46.29
Escarabajo® Allomyrina 8.67 111 7.56 47.25
dichotoma
Escarabajot  COPrIS nevinsoni 8.71 1.11 7.60 47.50
Waterhouse
Escarabajo?  CO'YCtes rhinoceros 9.25 1.11 8.14 50.88
Linnaeus
Escarabajo® Tenebrio molitor 9.63 1.11 8.52 53.27
Grillo® Teleogryllus emma 8.90 111 7.79 48.70
Grillo® Gryllus bimaculatus 9.33 1.11 8.22 51.37
Cucaracha® Periplaneta 9.98 0.57 9.41 58.81
australasiae F
Cucaracha?® Periplaneta 10.50 0.57 9.92 62.01
americana L
Moscal ~ COPesYlum haggly 5.92 0.90 5.02 31.36
Mosca * Efidra hians 5.74 0.90 484 30.23
Abeja’ Apis mellifera 6.72 0.75 5.97 37.33
Abeja’ Apis mellifera 7.84 0.75 7.09 44.33
Abejal Apis mellifera 8.00 0.75 7.25 45.33
Hormiga® Liometopum 6.35 0.75 5.60 35.00
apiculatum
Hormiga Pogonomyrmex 7.33 0.75 6.58 41.12
barbatus
Hormiga! Atta mexicana 7.36 0.75 6.61 41.33
Termitas’ Macrotermes 5.57 0.44 5.13 32.08
bellicosus
Termitas’ Macrotermes 3.76 0.44 3.32 20.75
nigeriensis
Aegiale
Mariposat (Acentrocneme) 6.40 0.34 6.06 37.88
hesperiaris
Mariposa* Aegiale hesperiaris 6.45 0.34 6.11 38.22

*Proteina= %N de proteina x 6.25
1. Ramos et al. (1997); 2. Onyeike et al. (2005); 3. Ramos et al. (2012); 4. Rumpold y Schliter (2013);
5. Tae-Kyung et al. (2019)
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3.2.2.2 Correccion de contenido de proteinas

En este apartado se considerd el factor de conversion de 4.76 propuesto por
Janssen et al. (2017) para la determinacion del contenido de proteina, a partir del
nitrogeno total reportado por el método de Kjeldahl (véase Tabla 4). Para esta

correccion se aplicaron los siguientes algoritmos:

) o Contenido de proteina
Contenido de nitrégeno total =

Factor de conversion (6.25)

Contenido de aminoacidos

Factor de conversion = —— —
Nitrogeno total cuantificado

Contenido de proteinas(%) = Nitrégeno total * 4.76

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9 junto con la comparacion
del contenido de proteina de ambas propuestas.

El contenido de proteina es diferente en los métodos propuestos y lo reportado
utilizando el factor de conversion de 6.25, los valores obtenidos de las correcciones
son menores a lo reportado en la literatura. Se considera que el valor reportado
sobrestima el contenido de proteinas, al considerar el nitrégeno total sin distinguir
el nitrégeno no proteico (quitina principalmente), por lo que se hizo la correccion por
ambos métodos.

Con base en esto, la correccion de contenido de nitrégeno tiene un intervalo de
% de sobreestimacion del 12.38% al 36.04 % dependiendo la especie de insecto.
En el caso de la correccion de contenido de proteina utilizando el nuevo factor
propuesto por Janssen et al. (2017) que es de 4.76 se tiene un intervalo de
sobreestimaciéon de 31.28% a 31.34% (véase Anexo 3), comparando con lo
reportado. De acuerdo con lo obtenido, es evidente que se sobreestima la
concentracion de proteinas en los insectos.

Es importante mencionar que se tiene que considerar que ambos métodos de

correccion para contenido de proteina no toman en cuenta el sexo del insecto (no
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se tienen datos reportados del porcentaje de quitina), el cual como se mencioné

anteriormente, influye en el valor de quitina dependiendo si es hembra o macho.
En el factor de conversion de 4.76 propuesto por Janssen et al. (2017), se

considera el tipo de proceso para la cuantificacion de contenido de proteinas en

larvas enteras.

Tabla 9. Comparacion del contenido de proteina reportado y el obtenido por ambas propuestas (g/

100 g de muestra seca)

Insectos (:?eonrtgggnoa Contenido de Contenido de
comestibles Nombre cientifico p(o/) proteina (%) proteina (%)
) PROPUESTA1 PROPUESTA 2
reportado
Escarabajo! Callipogon barbatus 41.00 34.07 31.23
Escarabajo® Protaetia brevitarsis 44.23 37.30 33.69
Escarabajo? Oryctes rhinoceros 50.48 43.55 38.45
Escarabajo® Tenebrio molitor 53.22 46.29 40.53
Escarabajo® Allomyrina
dichotoma 54.18 47.25 41.26
Escarabajo* Copris nevinsoni
Waterhouse 54.43 47.50 41.45
Escarabajo? Oryctes rhinoceros 5781 50.88 44.03
Linnaeus ' ' '
Escarabajo* Tenebrio molitor 60.20 53.27 45.85
Grillo® Teleogryllus emma 55.65 48.70 42.38
Grillo® Gryllus bimaculatus 58.32 51.37 44.42
3 .
Cucaracha Perlplan_eta 62 40 58.81 47.52
australasiae F
Cucaracha3 Periplaneta 65.60 62.01 49.96
americana L ' ' ’
1 .
Mosca Copest;;ll:]JrTahaggl y 37.00 31.36 28.18
Mosca 4 Efidra hians 35.87 30.23 27.32
Abejat Apis mellifera 42.00 37.33 31.99
Abejal Apis mellifera 49.00 44.33 37.32
Abejal Apis mellifera 50.00 45.33 38.08
- )
Hormiga Liometopum 39.67 35.00 30.21
apiculatum
i 1
Hormiga Pogonomyrmex 45.79 41.12 34.87
barbatus
Hormiga?! Atta mexicana 46.00 41.33 35.03
itood
Termitas Macrptermes 34.80 3208 26.50
bellicosus
Termitas* Macrotermes
nigeriensis 23.47 20.75 17.87
Mariposa! Aegiale
(Acentrocneme) 40.00 37.88 30.46
hesperiaris
. 4 . L
Mariposa Aegiale hesperiaris 40.34 38.22 30.72

1. Ramos et al. (1997); 2. Onyeike et al. (2005); 3. Ramos et al. (2012); 4. Rumpold y Schluter (2013);
5. Tae-Kyung et al. (2019)
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Como se menciond el contenido de proteina y quitina depende del sexo del
insecto por lo que ambos métodos aproximan el valor con las consideraciones del
nitrdgeno no proteico con base en lo reportado (Tabla 6).

En el primer método se analiza el porcentaje de quitina de acuerdo con lo
reportado y el tipo de insecto de referencia en cambio en el segundo método,
considera el contenido de aminoacidos determinado de manera general, sin evaluar
el cambio de contenido de quitina dependiendo a la especie y sexo de los insectos,
asi como la composicion de aminoacidos.

Con base en la evaluacién de los métodos de extraccidén y cuantificacion de
proteina en insectos, asi como el andlisis de sobreestimacion que se tiene por no
considerar el nitrégeno no proteico presente en la estructura de estos se hace la
propuesta de un método considerando todos los factores mencionados.

La Figura 6 presenta el diagrama propuesto para la metodologia de
cuantificacion de proteinas en insectos.

En el diagrama se considero la extraccion de la fraccidon de proteinas, asi como
la correccién del contenido de nitrégeno ya que como se comprobd existe una

sobreestimacion de proteina en los insectos.
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3.2.3 METODOS DE IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE PROTEINA EN
INSECTOS

Se investigaron los datos reportados de proteinas para insectos, identificando el
método de cuantificacion. En la Tabla 10 se muestra la comparacion de los valores
reportados del contenido de proteina determinado por el método de Kjeldahl y
Dumas, usando en ambos el factor de 6.25 (nitrogeno total a proteina) en los
respectivos insectos.

Los valores son del mismo grado de magnitud (expresados 100 g de insectos
en base seca) entre ambos métodos, pero no completamente iguales por lo que se
afirma lo dicho anteriormente por (Muller, 2017), aunque se utilicen los mismos
factores de conversion para técnicas distintas de cuantificacién de nitr6geno, se
pueden producir diferencias en los resultados, debido que los métodos no son
exactos.

Se reportaron diferentes porcentajes de proteina por Yi et al. (2013) y
Janssen et al. (2017) para el gusano de harina Tenebrio molitor y el grillo Acheta
domesticus por el método de Dumas (usando en ambos el factor 6.25). En el caso
de Yi et al. (2013) determinaron un valor de 19.10 + 1.30 g/100 g de muestra seca
para Tenebrio molitor y 21.50 £ 0.50 g/100 g de muestra seca para Acheta
domesticus. En cambio, Janssen et al. (2017) obtuvieron los valores de 58.80 £+ 0.20
0/100 g de muestra seca para Tenebrio molitor y 63.80 £0.30 g/100 g de muestra
seca para Acheta domesticus, estos Ultimos son mas cercanos a los reportados por
el método de Kjeldahl como se observa en la Tabla 10.

Ademas de los procedimientos analiticos, las diferencias en la composicion
y recuperacion (métodos de extraccion) también pueden ser causadas por
diferentes dietas en los insectos (Janssen et al., 2017). En los articulos revisados,
no se menciona la dieta que tuvo cada insecto antes de la determinacién de
proteinas correspondiente, por lo que no se puede hacer una comparacion o

evaluacion de este parametro.
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Tabla 10. Comparacion de contenido de proteina (g/100 g muestra seca) determinada por los métodos de

Kjeldahl y Dumas.

Insecto Etapa de Dumas Kjeldahl
desarrollo Factor: 6.25 Factor: 6.25
Gusano de harina Larva 58.80 + 0.20° 58.44+ 2.89%
Tenebrio molitor 19.10 + 1.307
Gusano de harina Larva 20.70 + 0.30?2 19.70 + NR?
Zophobas morio
Grillo Adulto 63.80 + 0.30° 68.20 + NR!
Acheta domesticus 21.50 + 0.507

NR: No reportado
1. Finke (2007); 2. Yi et al. (2013); 3. Janssen et al. (2017); 4. Tae-Kyung et al. (2020)

Para la propuesta del método de cuantificacion, se revisé la evaluacion de
los principales procesos de extraccion de proteinas en insectos, al considerarse
también como una variable que influye en la determinacion.

Extraccion de proteinas:

Después de la extraccion de grasa de la muestra, las proteinas se encuentran
fuertemente desnaturalizadas, por lo cual es necesario el desarrollo de procesos de
extraccion y mejora de las mismas, asi se obtendran concentrados y aislados
proteicos para la aplicacion o estudio posterior. Los procesos de extraccion de
proteinas en los alimentos se hacen dependiendo del uso que se le quiera dar
posteriormente (Vioque et al. 2001).

Algunos autores (Yi et al, 2013; Bubler, et al., 2016; Tae-Kyung, et al., 2020)
sugieren realizar la extraccion de proteinas para evitar interferencias de contenido
no proteico en la cuantificacion. A continuacion, se revisara el procedimiento
general.

Los insectos en su estado fresco se congelan (-20 °C) por medio de nitrdgeno
liguido para su inactivacién, posteriormente se trituran, con ayuda de agua
destilada. Los insectos molidos y congelados se liofilizan para proseguir con el
analisis del contenido de proteinas sea por el método de Dumas o por el método de
Kjeldahl (Yi et al, 2013; Bubler, et al., 2016), al igual que para la extraccion de la

fraccién proteinica.
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Los protocolos de extraccion de proteinas sugieren emplear muestra
desengrasada (Zhao et al., 2016). Para este fin, se hace una extraccion de grasa
dependiendo del insecto (libélulas 22.93%, langostas y saltamontes 4.20%,
mariposas Yy polillas 6.80%, moscas 5.80%, escarabajos 34.30%, hormigas, abejas
y avispas 10.61%) como se muestra en la Tabla 2, con n-hexano o éter de petréleo,
por el método de Soxhlet. Después de la sedimentacion de los sélidos se decanta y
se elimina el disolvente residual por evaporacién (evaporador rotatorio, campana de
extraccion) (Yi et al., 2013, Bubler et al., 2016; Tae-Kyung, et al., 2020).

Como se menciono hay distintos tipos de extraccion de proteinas, de acuerdo
con Tae-Kyung, et al. (2020) se homogeneizaron 200 g de harina desengrasada en
400mL de acido ascorbico al 0.02%, la solucién filtrada se centrifugé y el
sobrenadante se consider6 como el extracto de proteina. En cambio, Bubler, et al.
(2016) hicieron una extraccion de las proteinas solubles con agua destilada (1:25
m/v) ajustada a pH 10 con hidroxido de sodio (NaOH 1M), con agitacion constante
(60 °C, 30 minutos). El extracto obtenido se centrifugd y se obtuvo un sobrenadante,
las proteinas se precipitaron ajustando a pH 4 con &cido clorhidrico (HCI 1M).

En ambos métodos se obtuvieron diferentes valores de proteina después de
la extraccion, Bubler, et al. (2016) reportaron un contenido de proteina cruda de 64.6
+ 0.3 para Tenebrio molitor por el método de Kjeldahl con el factor de 6.25, en
cambio Tae-Kyung, et al. (2020) obtuvieron 71.34 + 0.64 para el mismo insecto
siguiendo las mismas condiciones.

La diferencia se encuentra en el método de extraccion después del
desengrasado de la muestra, se obtienen diferentes tipos de proteina, en el caso de
Bubler, et al. (2016) cambiaron el pH en la extraccion de acuerdo con el punto
isoeléctrico de las proteinas (pl) es decir; para todas las fracciones de proteina de
harina de insectos, se encontré que el punto isoeléctrico estaba en la regién de pH
4. Para un gran numero de proteinas, sus valores de pl estan en el intervalo de 3,5
y 6,5 a valores extremos de pH acido o basico, la proteina puede desplegarse
exponiendo mas grupos hidréfobos.

La evaluacion de sobreestimacion del contenido de proteinas basado en el

factor propuesto por Janssen et al. (2017) se determiné con el contenido de
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aminoécidos y el nitrégeno total cuantificado. Para el primero, se realiza un perfil de
aminoacidos para considerar el contenido proteico del extracto y hacer la relacion
con el NPN.

Para el analisis y determinacion del factor es importante conocer el proceso
de cuantificacién de amino&cidos en la muestra, se debe de considerar que estos
valores dependeran de la especie del insecto principalmente, asi como de su
extraccion y sexo del insecto.

Perfil de aminoéacidos

El andlisis de aminoé&cidos en alimentos es utilizado para la caracterizacion
nutricional principalmente. Es importante para el desarrollo de una industria
alimenticia de calidad y fundamental para la salud humana. Los métodos para
evaluar la calidad de las proteinas se pueden dividir en: quimicos, como el Puntaje
quimico o Chemical Score y Puntaje de Aminoacidos Corregidos por Digestibilidad
(PDCAAS) y bioldgicos, como la Retencidn Nitrogenada y Modificaciones en el peso
corporal (Rivara, 2015).

Los métodos bioldgicos utilizan criterios fisiolégicos, los métodos quimicos,
se basan en la determinacion de los aminoacidos esenciales de la proteina en
estudio y su comparacion con una proteina de referencia (Rivara, 2015). Para
evaluar la calidad de la proteina se requiere conocer el perfil de aminoacidos al igual
que para la relacién de porcentaje de nitrégeno proteico, como lo relacion6 Jansen
et al. (2017), determinando el contenido de nitrdgeno no proteico en la harina de los
insectos.

La evaluacion del perfil de aminoacidos en la muestra en polvo se analiza
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), siguiendo la norma
internacional ISO 13903:2005, el método no es valido para la cuantificacién de
triptéfano (Yi et al. 2013; Jansen et al. 2017) debido a la hidrélisis acida que se
emplea.

Con base en la revision de los métodos de extraccion y cuantificacion, en la
Figura 6 se muestra la propuesta para evaluar el porcentaje de proteinas en
insectos, se consideran las modificaciones realizadas por los autores anteriormente

mencionados y los procedimientos aplicables para la extraccién de proteinas.
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Kjeldahl o Dumas

Perfil de
aminoacidos

Correccion de factor

45



CONCLUSIONES

De acuerdo con la revision bibliografica y el andlisis de la informacién reportada en
la literatura, se puede concluir que el contenido de proteina de los insectos varia
dependiendo la especie, proceso de extraccion de proteinas e incluso el sexo.

El método mas utilizado para cuantificar proteina en los insectos es Kjeldahl,
el cual se basa en la determinacion de nitrogeno total presente en el alimento. El
contenido de proteina calculado mediante este método y el factor de conversion de
6.25 sobreestiman el valor de proteina, ya que no distingue entre moléculas no
proteicas como la quitina, componente principal en el exoesqueleto del insecto.

Los valores de proteinas reportados en la literatura a partir del método de
Kjeldahl sobreestiman desde 5.61% hasta 20.33% dependiendo del insecto, valores
corregidos a partir del contenido de quitina (véase Anexo 3).

Si se considera que la correccion en la cuantificacion de proteinas se realiza
usando del contenido el factor de conversion de 4.76 propuesto por Janssen et al.
(2017), el valor se proteina reportado en la bibliografia se encuentra sobreestimado
en un 30% aproximadamente.

El método para la cuantificacibn de proteinas en insectos propuesto
considera la extraccion de estas para eliminar la sobreestimacion por presencia de

quitina.

RECOMENDACIONES

Al considerar la estructura y composicion quimica de los insectos, la quitina es el
principal factor que interfiere en la determinacion de proteinas, se tendria que
cuantificar el contenido de este compuesto en los insectos comunmente
consumidos, de acuerdo con su orden, para tener un valor mas especifico que se
pueda aproximar a la especie. Asi se evitaria la sobreestimacion que se tiene al no

analizar el contenido no proteico.

Es importante examinar las variables que influyen en la determinacion de
proteina, por lo que se tendria que reportar la especie del insecto, tipo de extraccion

y sexo del mismo.
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ANEXOS

ANEXO 1 Analisis de Varianza del sexo de los insectos como influencia en el
contenido de proteina

Tabla Al. Analisis de Varianza de dos factores (Hembra y Macho) con distintas muestras por grupo
(Grillos Acheta domestica L. y Saltamontes Zonocerus variegatus L.). Influencia en el contenido de

proteina.

Fuente Suma de Grados de Promedio de los F
cuadrados libertad cuadrados
Insectos (Grillos y 12132.18 3 4044.06 31379.72
Saltamontes)
Sexo (Hembray 83.03 1 83.03 644.27
Macho)
Interaccion 78.52 3 26.17 203.10
Error 2.06 16 0.13
Total 12295.80 23
« =0.05

Para la variable de insectos (especie) se tiene:
F=31379.72 > Feus9= 3.24
Por lo tanto, se rechaza Ho, es decir; existe evidencia estadisticamente significativa
para concluir que el contenido de proteina en los insectos es diferente.
Para la variable del sexo en insectos se tiene:
F=644.27 > Fowi0= 4.49

Por lo tanto, se rechaza Ho, es decir; existe evidencia estadisticamente significativa
para concluir que el contenido de proteina en hembras y machos es diferente.

54



ANEXO 2 Analisis de Varianza del sexo de los insectos como influencia en el
contenido de quitina

Tabla A2. Analisis de Varianza de dos factores (Hembra y Macho) con distintas muestras por grupo
(Grillos Acheta domestica L.). Influencia en el contenido de quitina.

Fuente Suma de Grados de Promedio de los F
cuadrados libertad cuadrados
Insectos (Grillos) 0.01 2 0.01 0.03
Sexo (Hembray 1.81 1 1.81 12.31
Macho)
Interaccién 0.07 2 0.03 0.24
Error 1.76 12 0.15
Total 3.65 17
« =0.05

Para la variable de especie de insecto se tiene:
F=0.03 < Fews.o= 3.88

Por lo tanto, no se rechaza Ho, es decir; no existe evidencia estadisticamente
significativa para concluir que el contenido de quitina en los insectos es diferente.

Para la variable del sexo en insectos se tiene:
F=12.31> Fee.=4.74

Por lo tanto, se rechaza Ho, es decir; existe evidencia estadisticamente significativa
para concluir que el contenido de quitina en hembras y machos es diferente.
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ANEXO 3 Tabla comparativa de sobreestimacion del contenido de proteina en
insectos

Tabla A3. Comparacion del contenido de proteina reportado y el obtenido por ambos métodos (porcentaje de
sobreestimacion).

Insectos Nombre Contenido de  Contenido de % Contenido de % Sobreestimacion
comestible ientifi proteina (%) proteina (%)  Sobreestimacion proteina (%) 0 Propuesta 2
s cientifico reportado PROPUESTA1  Propuestal  PROPUESTA 2 P
Escarabajo Callipogon 41.00 34.07 20.33 31.23 31.28
barbatus
Escarabajo Protaetia 44.23 37.30 18.57 33.69 31.29
brevitarsis
Escarabajo Oryctes 50.48 43.55 15.91 38.45 31.29
rhinoceros
Escarabajo  Tenebrio molitor 53.22 46.29 14.96 40.53 31.31
Escarabajo  “\lomyrina 54.18 47.25 14.66 41.26 31.31
dichotoma
Escarabajo COPfiS nevinsoni o, ;4 47.50 14.58 41.45 31.31
Waterhouse
Oryctes
Escarabajo rhinoceros 57.81 50.88 13.61 44.03 31.30
Linnaeus
Escarabajo  Tenebrio molitor 60.2 53.27 13.00 45.85 31.30
. Teleogryllus
Grillo emma 55.65 48.70 14.27 42.38 31.31
. Gryllus
Grillo bimaculatus 58.32 51.37 13.53 44.42 31.29
Cucaracha " eriplaneta 62.4 58.81 6.10 47.52 31.31
australasiae F
Cucaracha " cfiplaneta 65.6 62.01 5.78 49.96 31.31
americana L
Mosca Copestylum 37 31.36 17.98 28.18 31.30
haggi y anna
Mosca Efidra hians 35.87 30.23 18.66 27.32 31.30
Abeja Apis mellifera 42 37.33 12.53 31.99 31.29
Abeja Apis mellifera 49 44.33 10.55 37.32 31.30
Abeja Apis mellifera 50 45.33 10.31 38.08 31.30
Hormiga Liometopum 39.67 35.00 13.36 30.21 31.31
apiculatum
Hormiga ~ -ogdonomyrmex ;g 4q 41.12 11.37 34.87 31.32
barbatus
Hormiga Atta mexicana 46 41.33 11.31 35.03 31.32
Termitas Macrotermes 34.8 32.08 8.48 26.5 31.32
bellicosus
Termitas Macrotermes 23.47 20.75 13.11 17.87 31.34
nigeriensis
Aegiale
Mariposa Acentrocneme 40 37.88 5.61 30.46 31.32
hesperiari
Mariposa o Aegiale 40.34 38.22 5.56 30.72 31.32
esperiaris
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