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Resumen

El chapulin de milpa (S. purpurascens), es una fuente de proteina de alta calidad cuyo
consumo esta limitado por la alergenicidad asociada a la proteina tropomiosina (TM).
Este estudio tuvo como objetivo reducir la TM en concentrados proteicos de chapulin
mediante tratamientos de ultrasonido (US) y agua subcritica (AS), evaluando el impacto
en las propiedades tecnofuncionales de la proteina tratada. El concentrado proteico se
obtuvo por tratamiento alcalino y se caracterizé bromatolégicamente antes y después de
cada tratamiento de US y de AS; El concentrado proteico se sénico a 20 kHz a 20
minutos, 400 W de potencia y variando la duracién de pulsados y calentamiento.
Cuantificando la presencia de TM (ng/mL) por el método ELISA. El tratamiento de US a
400 W, 20 min, con pulsos continuo y acoplado con calentamiento logré una reduccion
del 27.49 £1.37% en el contenido de TM. Por su parte, el tratamiento con AS fue sometido
a 130°C, 20 MPa y utilizando 1.0 M de &cido citrico, redujo cerca del 90% de TM con
mejoras en las propiedades funcionales, incrementé la capacidad espumante
(34.44+1.57%), emulsificante (78.47+2.8%) y su indice de solubilidad a pH de 7.0
(35.87£1.30%); en contraste con US el cual solo mejord la capacidad de retencién de
aceite (8.21+0.23 g/g). con el propédsito de promover la inclusion de insectos en la dieta
humana, se formulé un dulce tomando de base el tipico dulce a base de tamarindo
incorporando harina de chapulin sin tratar con US o AS, el cual mostro tener un alto
contenido de proteina (9.81 %), grasa (1.28 %) y fibra (8.33 %). Ademas, se evalud la
vida de anaquel determindndose que a partir de la cuarta semana a temperatura
ambiente (25°C) el producto comenzé a perder sus atributos de calidad, en particular en
su textura (pérdida de humedad). En conclusién, el estudio muestra el potencial de las
tecnologias emergentes, como US y AS, para la reduccién de proteinas alergénicas en
alimentos, finalmente, la inclusién de chapulin en la matriz alimentaria fue bien aceptado
por los panelistas y nos brind6 informacién valiosa en su vida de anaquel.

PALABRAS CLAVE: Sphenarium purpurascens, tropomiosina, ultrasonido, agua

subcritica.



Abstract

The milpa grasshopper (Sphenarium purpurascens) is a high-quality protein source,
whose consumption is limited by allergenicity associated with the protein tropomyosin
(TM). This study aimed to reduce TM in grasshopper protein concentrates through
ultrasound (US) and subcritical water (SW) treatments, evaluating the impact on the
techno functional properties of the treated protein. The protein concentrate was obtained
through alkaline treatment and bromatological characterized before and after each US
and SW treatment, quantifying the presence of TM (ng/mL) using the ELISA method. The
concentrate was sonicated at 20 kHz for 20 minutes, with a power of 400 W, varying pulse
duration and heating. The US treatment at 400 W, 20 min, with continuous pulses and
heating achieved a 27.49 +1.37% reduction in TM content. Meanwhile, the SW treatment,
conducted at 130°C, 20 MPa, using 1.0 M citric acid, reduced TM by approximately 90%,
with improvements in functional properties, such as foaming capacity (34.44+1.57%),
emulsifying capacity (78.47+2.8%), and solubility index al pH 7.0 (35.87+1.30%), in
contrast to US, which only improved oil retention capacity (8.21+£0.23 g/g). To promote
the inclusion of insects in the human diet, a sweet product was formulated based on
traditional tamarind candy, incorporating untreated grasshopper flour (without US or SW),
which showed a high protein (9.81%), fat (1.28%), and fiber (8.33%) content. Additionally,
the shelf life was evaluated, determining that by the fourth week at room temperature
(25°C), the product began to lose quality attributes, particularly in texture (moisture loss).
In conclusion, the study proves the potential of emerging technologies, such as US and
SW, for reducing allergenic proteins in food. Finally, the inclusion of grasshopper in the
food matrix was well accepted by the panelist and provided valuable information about its
shelf life.

KEY WORDS: Sphenarium purpurascens, allergenicity, tropomyosin, ultrasound.
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Introduccion

Es importante promover el consumo de insectos, ya que pueden ser una estrategia clave
para enfrentar desafios econdmicos, ambientales y nutricionales. Por otro lado, los
insectos son una fuente rica en proteinas, grasas, minerales y vitaminas, y su cria utiliza
menos recursos naturales en comparaciéon con la ganaderia tradicional. Ademas, su
produccién genera menos emisiones de gases de efecto invernadero (Marchi et al.,
2021).

Sphenarium purpurascens (orthoptera: pyrgomorphidae), conocido comunmente como
‘chapulin de milpa”, es la especie de chapulin mas abundante en México con una
distribucién geografica por estados de Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Jalisco, Puebla,
Hidalgo, Morelos, Ciudad de México, Chiapas y Tabasco (Cuj-Laines et al., 2018);
(Torruco-Uco et al.,, 2019). De los reportes disponibles en la caracterizacion de S.
purpurascens, se ha determinado que presenta un contenido de proteina entre 56% a
76% (Rodriguez-Miranda et al., 2019). Diferentes estudios han mostrado que la proteina
contiene todos los aminoacidos esenciales con un contenido mayor de isoleucina,
leucina, lisina, treonina, valina e histidina (Melo-Ruiz et al., 2015), lo que la posiciona
como una alternativa de proteina de alta calidad. Sin embargo, los productos derivados
de insectos comestibles pueden presentar algunos riesgos potenciales de seguridad
debido a la presencia de metales pesados, contaminantes quimicos y microbiol6gicos;
aparte, puede exhibir efectos nocivos en las personas que padecen alergias hacia los
artropodos. En consecuencia, ante riesgos alergénicos, es necesario identificar procesos

para su reduccion (Barre et al., 2021).

Algunos procesos industriales como tratamientos térmicos, hidrdlisis enzimaticas,
ultrasonido (US), microondas (MW) e incluso altas presiones hidrostaticas (HPP), pueden
ser utiles para tratar harinas de insectos para incrementar sus aplicaciones (Boukil et al.,
2022), ademas de mejorar las propiedades tecnofuncionales de las proteinas, incluyendo
las de insectos. Estas propiedades estan principalmente relacionadas con la estructura
y composicion de aminoacidos. Para el uso de concentrados proteicos de insectos, es

esencial entender su composicidbn y sus propiedades tecnofuncionales como su

11



solubilidad, estabilidad, capacidad gelificante, emulsionante y espumante (BuBler et al.,
2016).

Algunas técnicas de procesamiento pueden alterar las proteinas al inducir la
desnaturalizacion, formacidén de agregados proteicos o reordenamiento de las proteinas
que conducen cambios para la reduccién de alérgenos. Se ha mostrado que los
tratamientos no térmicos han sido efectivos para alterar la reactividad de los alérgenos

en varios alimentos (Shriver & Yang, 2011).

Debido a lo anterior, es importante evaluar la eleccibn de una tecnologia de
procesamiento que considere el efecto sobre las propiedades funcionales, la seguridad,
calidad sensorial y nutricional del producto.

En este estudio el interés estuvo centrado en harinas de Sphenarium purpurascens con
contenido de tropomiosina causante de reacciones alérgicas.

Por lo tanto, se propuso, a partir de un concentrado de proteina de insecto comestible
Sphenarium purpurascens, evaluar los tratamientos de ultrasonido de alta intensidad y
Su comparacién con agua subcritica, para reducir el contenido de tropomiosina. Ademas,
desde un punto de vista tecnolégico, fue importante evaluar las propiedades
tecnofuncionales de la harina de chapulin para caracterizarla como ingrediente potencial
en la formulacién de nuevos productos alimenticios. Finalmente, en otra vertiente del
estudio, se formuld y evalué sensorialmente una golosina mexicana que incorporé como

un ingrediente a la harina de chapulin pero sin tratamiento alguno.

12



2. Antecedentes
2.1 Insectos como alimento: valor nutricional de los insectos

Los insectos son una clase de animales invertebrados que incluyen alrededor de un
milldbn de especies diferentes; sin embargo, solo un pequefio porcentaje de estas
especies son consideradas comestibles. China y Tailandia también son productores y
consumidores lideres, por su parte, México es un pais con una amplia diversidad de
insectos, incluyendo mas de 500 especies de insectos comestibles, lo que lo convierte
en un pais lider en este tipo de alimentacién (Gahukar, 2016).

Las caracteristicas nutricionales de los insectos pueden variar dependiendo de las
diferentes etapas del ciclo de vida de éste; desde huevo, larva, pupa, ninfa y la etapa
adulta, estas caracteristicas se encuentran asociadas a la especie y estan
estrechamente delimitadas a la alimentacion proporcionada y el momento en que son
consumidas como alimento, pues una misma especie suele ser consumida en una o dos
de sus etapas de desarrollo. El contenido de proteinas, en etapa adulta suele ser el
mayor y varia entre un 20% a 70% (segun la especie), se considera que es una proteina
de calidad por su rigueza en aminodcidos esenciales que son importantes para el
crecimiento y desarrollo humano, en cuanto a su contenido de lipidos puede variar entre
el 5% a 35% (con mayor concentracion en etapas larvales o primeros estadios); por su
parte, el contenido de carbohidratos este varia de 2% a 10%. Ademas, los insectos son
una fuente de vitaminas y minerales, como la vitamina (B12) y minerales (hierro, calcio y
selenio) (Van Huis et al., 2013).

Es importante tener en cuenta que el contenido nutricional, depende de la variedad y el
tipo de insecto comestible. Ademas, su crianza y procesamiento pueden afectar su valor
nutricional (Marchi et al., 2021).

En comparacién con algunas proteinas tradicionales, como la carne de pollo y de res,
con un porcentaje de proteina entre 19.3% y 21.8 % (en base seca), los insectos poseen
un mayor contenido proteico, como es el caso del grillo y gusano con un valor entre 59%
y 72% respectivamente (Koufimska & Adamkova , 2016).

13



El cultivo de grillo (Acheta domesticus), perteneciente al orden de Ortéptera, es una de
las especies de mayor interés debido a su alto porcentaje de proteina. Su consumo tiene
beneficios para los seres humanos, ya que se ha demostrado su capacidad
antioxidantes, antiinflamatorias, antidiabéticas y antiobesogénicas (Kemsawasd et al.,
2022).

En un experimento, se administré a veinte individuos adultos sanos de entre 18 y 65
anos, 25 g/dia de polvo de grillo entero durante un lapso de 14 dias. Los hallazgos
indicaron que la ingesta de grillo tuvo efecto positivo sobre la presencia de
Bifidobacterium animalis, teniendo un impacto benéfico sobre el microbiota intestinal
(Stull et al., 2018).

La importancia del potencial de los insectos como fuente de proteina de alta calidad,
tiene cada vez mayor relevancia. Segun la Food and Agriculture Organization (FAO,
2021), para 2030 se debera alimentar a mas de 9 000 millones de personas y a miles de
millones de animales de crianza con fines alimentarios, recreativos y como mascotas,
ademas, la misma FAOQ, estima que para el ario 2050, se debe producir un 70% mas de
alimentos para consumo humano, lo cual indica que se deben buscar alternativas para
enfrentar estas situaciones. De manera que los insectos comestibles pueden ser una

alternativa viable.
2.1.1 Composicidén nutricional de Sphenarium purpurascens

S. purpurascens, tiene la caracteristica de una cabeza triangular y dividida de forma
simétrica por una linea central, su cuerpo es robusto, alargado y posee alas pequenas,
siendo las hembras adultas mas grandes, fuertes, con cabeza mas grande y antenas
pequenas (Figura 1). Segun la especie puede variar de color desde un verde hasta
tonalidades grises y marrones, dependiendo de la vegetacion donde se desarrollan

(Castellanos-Vargas et al., 2009).

De los reportes disponibles en la caracterizacién de S. purpurascens, se ha determinado
que presenta un contenido de proteina entre 56% a 76% (Rodriguez-Miranda et al.,
2019). En cuanto a su composicion de lipidos, S. purpurascens presenta altos niveles de

14



acidos grasos poliinsaturados (cerca del 69.3%), sin embargo, el contenido de lipidos
para esta especie es relativamente bajo, en comparacion con otras especies (Torruco-
Uco et al., 2019). Es necesario realizar mas estudios que establezcan el tipo de acidos

grasos presentes en S. pupurascens (Rodriguez-Miranda et al., 2019).

z
A (a) (h)

(c) (d)

A

Thickness
7.0 - 8.5 mm

Length
Y é 10 - 23 mm

Figura 3 Morfologia del chapulin S.purpurascens, a) y c), insecto
macho. b) y d) insecto hembra. e€) dimensiones promedio del
chapulin de milpa (Rodriguez-Miranda et al., 2019).

En cuanto a su perfil de aminoacidos, segun datos disponibles en la literatura, es posible
afirmar que posee un gran contenido de isoleucina, leucina, lisina, metionina, cisteina,
fenilalanina, tirosina, treonina, valina e histidina, siendo mayoritariamente su composicion

de aminoacidos esenciales (Ramos-Elordy 2012).
2.1.2 Toxicidad de los insectos comestibles

Existen aun desafios que se deben afrontar, para convertir la entomofagia en una
practica comun. El riesgo de que los insectos recolectados en campo estén

contaminados por plaguicidas, metales pesados o microorganismos patdégenos, que
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podria resultar un problema serio para los consumidores, debe ser considerado. Es por
ello, que existen empresas comerciales que se enfocan en domesticar a los insectos para

uso comestible (Fernandez-Cassi et al., 2018).

Al cultivar insectos en condiciones controladas, se puede reducir el riesgo de

contaminacion y asegurar la calidad del alimento (Arp et al., 2021).

Los insectos destinados a la alimentacion humana deben cumplir los requisitos generales
de sanidad animal dictados por autoridades competentes, lo cual incluye normas de
salud animal y medidas de bioseguridad sobre enfermedades transmisibles de animales.
Las especies de insectos criados y sus productos no deben ser patégenos, ni vectores
de patégenos o tener efectos adversos en la salud de las personas, animales, plantas o
medio ambiente. En general, los insectos utilizados para alimentos y piensos se
consideran seguros, a pesar de ello, en la actualidad se sigue evaluando las sustancias
o elementos que pueden constituir un riesgo de contaminacién que afecte a la salud de

personas y animales (Feed, 2021).

rea, la European Food Safety Authority (EFSA) publicé una evaluacién de riesgos
asociados a la produccion y consumo de insectos, donde destaca que los sustratos y
piensos utilizados para alimentar a los insectos tendran un impacto en el contenido de

contaminantes quimicos y biol6gicos en el producto final (Fernandez-Cassi et al., 2018).

Por otra parte, la FAO, publicé un informe sobre insectos comestibles, donde se
menciona la importancia de la calidad e inocuidad de los piensos o sustratos utilizados

para la cria de insectos (Arp et al., 2021).

Fernandez et al., (2018), mencionan que los peligros bioldgicos en los grillos procesados
son poco frecuentes, salvo por la presencia de esporas de hongos que pueden
representar un riesgo durante la fabricacion del polvo de grillo. En Estados Unidos, no
existen protocolos estandarizados de cosecha y procesamiento para la produccion de
polvo de grillo, lo que conduce a una alta variacién en las cargas microbianas del
producto final. Esta variacion puede incluir recuento de mesdéfilos aerdbicos y hongos,
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asi como algunos patégenos como Staphylococcus y Bacillus reportando recuentos
mesofilos aerbébicos que oscilan entre 1.0 y 6.0 UFC/g (Fernandez-Cassi et al., 2018).

2.2 Desarrollos para la crianza de insectos comestibles

En México es necesario impulsar desarrollos tecnoldgicos para la crianza de insectos
comestibles, por lo que es importante normar al sector productor en buenas y
sustentables practicas de crianza de insectos.

En el subcapitulo IIl, seccién I, del diario oficial DOF:29/10/2013, “Acuerdo por el que se
da a conocer los lineamientos para la operacidn organica de las actividades
agropecuarias”, menciona normar la produccion especifica a las especies: abejas,
insectos de recoleccion, captura silvestre y otros. El cual, se entiende por animales
recolectados o bajo sistemas de cultivos entre otros a los huevecillos, larvas, ninfas o
adultos de insectos, tales que podran ser certificados como organicos, siempre y cuando
cumplan con los requisitos. Deben provenir de areas de produccion organica con poca o
nula intervencion humana, el confinamiento y procesamiento no alteran o impactan al
ecosistema y en caso de ser alguna especie regulada por la SEMARNAT, se debera de
acompanar con certificados, permisos, y registro por parte de la SEMARNAT.

A raiz de la falta de legislacion, se requiere de la comprobacién de seguridad alimentaria
con el objetivo de evaluar el perfil de riesgo de insectos comestibles seguros y adecuados
para su consumo, como: los grillos congelados, deshidratados y en polvo, que sirvan de
insumo para el desarrollo de productos humano y animal (Arp et al., 2021).

La cria de insectos a gran escala como los grillos y algunas larvas de gusanos, llevan un
proceso de domesticacion, generalmente en ambientes cerrados y controlados,
permitiendo garantizar la produccion durante todo el afio. El proceso de domesticacion
requiere de un proceso controlado: temperatura, humedad, alimentacidn, prevencion de
parasitos y microorganismos, evitando enfermedades para un mejor crecimiento y
desarrollo de los insectos; todo esto posibilita lograr producciones a escala comercial que
sean econémicamente competitivas con la produccién de carne tradicional (Kemsawasd
et al., 2022).
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Los grillos Acheta domesticus criados en un sistema de cultivo cerrado han sido
consideradas seguros por la comision técnica de la EFSA y se utilizan como ingrediente
alimentario en varios productos alimenticios como galletas saladas, palitos de pan,
imitaciones de carne y aperitivos (Turck et al., 2021).

2.3 Impacto de los insectos comestibles: econémico y social

El consumo de insectos como fuente de proteina en alimentos, es cada vez mas
aceptado, pero su apariencia sigue siendo un obstaculo ya que resulta desagradable
para algunos consumidores. Por lo tanto, se requieren métodos de procesamiento
adecuados para convertirlos en una proteina aceptable y con utilidad para el uso en
formulaciones de alimentos sin comprometer la seguridad alimentaria, la calidad

nutricional o caracteristicas sensoriales del producto (Barre et al., 2021).

Los métodos comunes incluyen extraccion de lipidos, protedlisis enzimatica,
procesamiento térmico, congelamiento, deshidratacion y fermentaciéon. Cada uno con
ventajas y desventajas que deben ser consideradas al momento de elegir el proceso
adecuado, y a la vez promueva su aceptacién como una opcidn viable y sostenible en la

produccién de alimentos (Liceaga M, 2021).

La FDA, considera como alimentos a los insectos, siempre y cuando hayan sido criados
bajo ese propédsito, y exige que los alimentos que contengan insectos tengan etiquetas
de advertencia de alérgenos debido a la posibilidad de reacciones cruzadas en personas
alérgicas a crustaceos (Liceaga M, 2021).

Aunque el mercado de los ortopteros comestibles tiene un futuro prometedor, la
fabricacién de productos a base de insectos sigue siendo un gran desafio. También se
debe de hacer hincapié en la investigacion para la implementacién de la tecnologia y la
innovacion de procesos para la cria y el procesamiento de grillos; es necesario transferir
conocimientos cientificos y tecnoldgicos para facilitar su explotacién comercial y tener un
impacto social positivo en su uso (Kemsawasd et al., 2022).
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2.3.1 Tendencias en el mercado

El mercado de insectos comestibles ha sido impulsado por industrias con implementacion
de politicas y regulaciones favorables para su producciéon y consumo, como la
autorizacion del uso de insectos en la alimentacion humana y animal por parte de la
Unién Europea y la FDA en Estados Unidos. Se espera que crezca la produccion de
insectos a mas del 47% entre el afo 2019 a 2026. El Global Marketing Insights Inc.
reporta como uno de los productos principales, a la harina de grillo, que se utiliza
esencialmente para mejorar los perfiles nutricionales de los productos como lo son
panaderia y confiteria; ademas productos funcionales como pastas, barras de proteina,
entre otros (Ahuja & Bayas, 2020).

Un analisis de la percepcidn del consumidor sobre los insectos comestibles informd una
respuesta positiva por parte de la mayoria de los participantes con edades comprendidas
entre 18 a 55 anos, el 77% estaba dispuesto a probar la entomofagia mientras que el
resto preferia consumir bocadillos a base de insectos (Tao & Li, 2018).

En otro estudio sobre galletas a base de grillo, se logré un producto con alta aceptacién
sensorial ya que las galletas tuvieron un color correcto, sabor sabroso, olor agradable y
textura suave, lo que sugiri6 mayor demanda hacia el mercado (Bir6 et al., 2020).

2.4 Concentrados de proteina de insecto: propiedades y obtencién

La produccion de harinas de insectos implica la deshidratacién o asado del insecto
completo y su posterior molienda para obtener un polvo fino. Sin embargo, las
propiedades tecnofuncionales de la proteina en las harinas de insectos, como su
capacidad de emulsificacién, formacion de espuma y solubilidad, pueden verse afectadas
por las interacciones entre quitina y proteina; lo que puede limitar su aplicacién en

formulaciones de productos alimenticios (Liceaga M, 2021).

Algunos procesos industriales pueden mejorar las propiedades tecnofuncionales de las
proteinas, incluyendo las de insectos. Se han reportado que el uso de tratamientos
térmicos, hidrélisis enziméaticas, ultrasonido (US), microondas (MW) e incluso altas

presiones hidrostaticas (HPP) son técnicas que pueden mejorar algunas propiedades
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tecnofuncionales como es la capacidad de las proteinas, en formacién de espuma,
retencion de agua entre otras. Estos métodos pueden ser Utiles para superar algunas de
las limitaciones existentes en las harinas de insectos y mejorar su aplicacion (Boukil et
al., 2022). La hidrdlisis enzimatica sobre las proteinas de grillo también puede mejorar
su solubilidad y funcionalidad. Los cambios conformacionales en la proteina que resulta
de la hidrélisis pueden aumentar su capacidad para formar emulsiones y geles (Liceaga
M, 2019).

Por otro lado, la quitina, es un polisacarido estructural que se encuentra en el
exoesqueleto de los insectos entre 12 y 137 mg de quitina/ Kg materia seca; se trata de
una cadena larga de N- acetil glucosamina. Los autores atribuyen la mejora de la
funcionalidad de los hidrolizados de grillo a la eliminacion de la porcidn de quitina durante
la centrifugacién, ya que particularmente aumenta la solubilidad de la proteina de grillo
(Liceaga M, 2019). Los hidrolizados de proteina de grillo contienen todos los amino&cidos
esenciales; con mayor concentracion de aminoacidos hidrofébicos, como leucina,
isoleucina y valina los cuales son importantes para la sintesis de proteinas musculares y

mejorar la funcidn cognitiva del ser humano (Hall et al., 2018).

La hidrdlisis de los enlaces peptidicos da lugar a péptidos con diferentes tamanos y
aminoacidos libres; la disminucién del peso molecular de las cadenas peptidicas y el
aumento en la cantidad de grupos polares hidrofilos puede generar el aumento de la
solubilidad de la proteina y mejorar su capacidad para formar emulsiones. Ademas, la
hidrélisis también puede cambiar la configuracion molecular de la proteina; pueden
mejorar la calidad de los productos, en cuanto a su digestibilidad y absorcién de

aminoacidos (Liceaga M, 2019).

En otro estudio con el gusano Tenebrio molitor, se evalué el efecto de las altas presiones
(HPP) sobre el porcentaje de proteina del insecto (caracterizada por poseer un 53% de
proteina base seca) entre de las cuales se encuentra la tropomiosina. Se evalu6 los
cambios estructurales de las proteinas, donde se encontrdé que las estructuras,

secundaria, terciaria y cuaternaria sufrieron diferentes modificaciones conformacionales,
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lo cual condujo a nuevas interacciones proteina- proteina dependiendo del nivel de
intensidad aplicado (Boukil et al., 2022).

2.4.1 Propiedades funcionales de la proteina de insectos

Los concentrados de proteinas poseen propiedades funcionales deseables que las
convierten en candidatos ideales para la inclusién en formulaciones de alimentos. Estos
concentrados tienen la capacidad de unirse con otros componentes como proteinas,
lipidos, carbohidratos y minerales, y asi, formar sistemas complejos a través de estas
interacciones (Gravel & Doyen, 2020).

Estas propiedades estan principalmente relacionadas con la estructura y composicion de
aminoacidos. Los insectos comestibles han ganado mayor importancia como fuentes
sostenibles de proteinas en la cadena de suministro de ingredientes para la industria
alimentaria. Para el uso de concentrados proteicos de insectos, es esencial entender su
composicién y sus propiedades tecnofuncionales, como su solubilidad, estabilidad,
capacidad gelificante, emulsionante y espumante (BuBler et al., 2016).

Algunas propiedades como: solubilidad, capacidad de retencién de agua, capacidad de
retencion de aceite, capacidad de formacién de geles, formacién de espumas y

emulsiones, se describen a continuaciéon de manera general en la Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades funcionales de las proteinas.

Propiedad funcional Descripcion

Esta propiedad depende de la estructura de la proteina,
siendo las de estructura compactas, las que menos
favorecen las interacciones con el agua. Algunos
Solubilidad aminoacidos polares y cargados negativamente en la
superficie de la proteina también afectan a la
solubilidad, al igual el tamafo de la molécula. (Kramer
et al., 2012).
Se define como un gas suspendido en una fase

Espumante .. .
dispersa formada por un liquido y es estabilizada por
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proteinas en la interfaz. Lo cual las proteinas poseen la

capacidad de migrar a la interfase y desplegarse para

la formacidn de una capa de burbujas, aportando mayor

estabilidad (Mazloomi-Kiyapey, et al., 2019).

Es la capacidad de las proteinas para absorber y
Retencion de agua retener agua, debido a la presencia de sus grupos

funcionales hidréfilos (Salvador Dergal, 2020).

Las emulsiones son una mezcla de dos liquidos

inmiscibles de manera homogénea. Para su formacion

Emulsionante es requerido de energia mecanica, agua, aceite y un

emulsificante. Las proteinas son consideradas como

buenos emulsificantes gracias a su superficie anfipatica

(Salvador Dergal, 2020).

Resulta de la capacidad crear interacciones proteina-

proteina y proteina-agua, lo cual provee una matriz

Formacion de geles
polimérica para la retencién de agua (Salvador Dergal,

2020).

2.5 Alergias alimentarias

En la actualidad la alergia alimentaria constituye un problema creciente de salud publica
afectando a la poblacion, tanto nifios como adultos. Se denomina “hipersensibilidad a los
alimentos”, a cualquier reaccion adversa a un alimento. Dentro de estas reacciones
existen dos tipos: las reacciones mediadas por mecanismos inmunoldgicos
denominadas, “alergia a los alimentos” y las reacciones no mediadas por mecanismos
inmunolégicos conocidas como “hipersensibilidad no alérgica” o intolerancia (Escudero
et al., 2017).

Las reacciones mediadas por mecanismos inmunolégicos se clasifican: dentro de las
alergias tipo 1, conocidas como reacciones que se producen por un anticuerpo IgE
(isotipo de inmunoglobulina E) (Iglesias, 2018).
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Los alérgenos alimentarios son proteinas o glicoproteinas, con un tamario entre 10 y 70
kDa. La mayoria de los alérgenos, son estables al calor, a los acidos organicos y enzimas
como proteasas. En los alimentos puede existir uno o varios alérgenos principales, a los
cuales responden inmunitariamente los pacientes sensibilizados al alimento. Otros
alérgenos, pueden ser compartidos con otras especies de esta o incluso en familias
alejadas filogenéticamente, como los son las proteinas con funciones similares

(profilinas, tropomiosinas, seroalbumina, entre otras.) (Esteban et al., 2007).

Por otro lado, una reaccidén cruzada se crea entre dos alérgenos, en los cuales se
necesita que exista de una homologia parcial, de ambas proteinas o incluso el
reconocimiento de un solo epitopo, con lo que los anticuerpos generados contra un
alérgeno pueden reaccionar con otro alérgeno debido a las similitudes estructurales,
desencadenando asi una respuesta alérgica. Las proteinas con estructuras moleculares
conservadas tienden a presentar secuencias poco alteradas filogenéticamente, por lo
cual existe una mayor posibilidad de compartir epitopos secuenciales y
conformacionales. Cabe aclarar para que exista una reactividad cruzada, es necesario
una homologia mayor a un 35% en la longitud de ochenta aminoacidos o identidad en
ocho aminoacidos contiguos (Esteban et al., 2007).

2.5.1 Alergenicidad en insectos comestibles: riesgo para los consumidores

Los alimentos a base de insectos podrian presentar algun tipo de riesgo para los
consumidores, particularmente a aquellos que presentan hipersensibilidad a los
crustaceos, debido a que puede ocurrir una reactividad cruzada. La tropomiosina (TM),
es uno de los principales alérgenos de insectos que trae consigo efectos negativos en la
salud humana. Por tal motivo, se han realizado investigaciones, para estudiar los efectos
de procesamiento de dichas tecnologias en su procesamiento de inmunoreactividad
(Liceaga M, 2019).

Segun la OMS y la Unién Internacional de Sociedades Inmunoldgicas, no se han
notificado casos de alergia del consumo de insectos del orden Ortoptera. En cambio, si
se ha sugerido reacciones alérgicas entre grillos y otros artropodos, esto debido a las

proteinas de los insectos que reaccionan, de forma cruzada in vitro con los anticuerpos
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IgE de pacientes alérgicos a acaros de polvo y crustaceos, como lo es a la tropomiosina
(Prosper Ortega, 2020).

Un riesgo importante asociado a los insectos es su potencial alergénico. Se han
reportado un gran numero de insectos causantes de reacciones alérgicas como la
anafilaxia. Esto se relaciona con los mecanismos primarios de sensibilizacién, o también
conocida como reactividad cruzada de IgE con otras especies alergénicas
taxondmicamente relacionadas a artropodos. Algunos de los alérgenos mas comunes en
artropodos son la tropomiosina, arginina quinasa y gliceraldehido 3- fosfato (Breiteneder,
2018).

En la estructura tridimensional compacta de la proteina, la unién de los ligandos, enlaces
disulfuro y la glicosilacion contribuyen a la estabilidad de ésta. Estos factores son
relevantes tanto para la resistencia de la proteina a la desnaturalizacion por los
tratamientos térmicos, como para las condiciones del tracto gastrointestinal. Una de las
caracteristicas estructurales relacionadas con la estabilidad, es la presencia de enlaces
disulfuro, restringiendo el pliegue tridimensional, de tal manera que las perturbaciones
por temperatura, que se administren a la estructura proteica, con frecuencia es limitada

y reversible (Breiteneder, 2018).

El limite de deteccion en una reaccion alérgica por insectos comestibles dependera de
varios factores, incluyendo la sensibilidad individual, la cantidad y concentracion de la
proteina alergénica y la forma en que el insecto se consume (crudo o cocido). El umbral
de particulas para una reaccion alérgica a los insectos es muy bajo y puede variar de
una persona a otra. Es importante considerar que la alergia a los insectos puede ser una
condicién seria y potencialmente mortal, por lo que es recomendable a las personas con
antecedentes de reacciones alérgicas, evitar el consumo de insectos (Escudero et al.,
2017).

2.5.2 Reaccidn cruzada: tropomiosina

La tropomiosina (TM) (Figura 2) es una proteina filamentosa que se encuentra en las

células eucariotas, principalmente en las células musculares animales, y es esencial para
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la contraccion muscular. Esta proteina se encuentra enrollada alrededor de filamentos
de actina y su longitud varia segun el tipo de musculo; posee una longitud promedio de
aproximadamente de 276 a 284 aminoacidos con un peso molecular de 34 a 38 kDa,
segun la especie y estad conformado por dos hélices alfa, con dos conjuntos de siete sitios

de union a actina (Saetang et al., 2022).

Figura 4 Estructura de la tropomiosina predicho por Robetta server
(Saetang et al., 2022)

En cuanto a su conservacion, la tropomiosina es una proteina altamente conservada, y
se encuentra en gran variedad de organismos. En invertebrados (crustaceos, moluscos

e insectos) representa entre un 1-3% de la masa muscular (Costa et al., 2020).

La reaccién cruzada que puede provocar la tropomiosina en personas sensibles,
especialmente a pacientes alérgicos a crustaceos (camarén, cangrejo y langosta),
también puede provocar la misma reaccion alérgica al consumo de insectos, como los

gusanos o larvas de escarabajo (Tenebrio molitor) (Costa et al., 2020).

En comparacién con otros alérgenos comunes, como el cacahuate, las dosis
desencadenantes a reacciones alérgicas suelen ser relativamente altas (262-280 mg de
proteina) por lo tanto, se considera que al menos una pequefa parte de dosis de
tropomiosina es suficiente para desencadenar sintomas clinicos graves (Costa et al.,
2020).

En cuanto a la alergia a los mariscos y otros artrépodos, como acaros del polvo
doméstico y cucarachas, no se conoce su causa exacta la cual provoca estas reacciones
inmunoldgicas a las proteinas presentes (tropomiosina). Se atribuye a factores genéticos,
exposicion repetida al alérgeno y la edad (Saetang et al., 2022). En un estudio realizado
en Singapur mostré que el 72.4% de los nifios atépicos a los mariscos también estaban

sensibilizados a los &caros de polvo (Chiang et al., 2007).

25



Se ha mostrado que la tropomiosina de acaros del polvo tiene una identidad de secuencia
del 80-82% con la tropomiosina del camardn (Pen a 1). Esto significa que poseen una
alta similitud en términos de su secuencia de aminoacidos, por lo tanto, se puede
desencadenar una respuesta alérgica cruzada (Wong et al., 2016), es decir se puede

provocar la misma reaccidn alérgica causada por camarones.
2.5.3 Prediccion de epitopos

La alergenicidad de una proteina puede verse influenciada por una variedad de factores.
Algunas técnicas de procesamiento pueden alterar la estructura de la proteina, por lo
tanto, modificar los epitopos de unién a IgE puede afectar la respuesta a una alergia
(Broekman et al., 2015).

Algunos alérgenos contienen epitopos especificos de los anticuerpos IgE. Para identificar
los epitopos especificos de la tropomiosina, se han utilizado diferentes herramientas
bioinformaticas y técnicas experimentales, como el uso de la herramienta AlgPRED la
cual ayuda a predecir la posibilidad de que una proteina cause sea alérgia y de esta
manera, identificar posibles reacciones cruzadas en diferentes especies (Saetang et al.,
2022).

En 2022, Seatang et al., realizaron un estudio de prediccion in silico, donde se
identificaron posibles epitopos responsables de la reactividad cruzada entre tres
tropomiosinas de tres especies, incluyendo Der f 1 (acaro del polvo doméstico
americano), Pen m 1 (camaron tigre negro) y Per a 7 (cucaracha americana), fueron
predichas por sus estructuras en la base de datos AlphaFold (Saetang et al., 2022). En
este estudio se demostré una fuerte reaccion alérgica a los mariscos y a los insectos, lo
que puede plantear un problema de preocupacién sobre el consumo de insectos como

fuente alternativa de nutrientes

Cabe sefalar que durante el estudio hubo algunas limitaciones, ya que todos los
resultados procedian de las evaluaciones in silico la cual podria proporcionar informacién
inexacta. Ademas, los epitopos propuestos en el estudio necesitan de una mayor
confirmacién a través de otros estudios experimentales para que los datos sean Uutiles.
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La mayoria de los estudios, utilizan técnicas de ELISA, métodos comunes para evaluar
la alergenicidad de alimentos procesados, sin embargo, es importante destacar que
éstos no proporcionan informacion sobre la funcionalidad de la union de IgE a la proteina
alergénica modificada. Por lo cual, es primordial realizar estudios adicionales que
evallen tanto la estructura de la proteina como su capacidad para desencadenar una

respuesta alérgica (Liceaga M, 2021).

Es importante tener en cuenta, que la identidad de aminoacidos entre dos estructuras
proteicas comparadas puede estar relacionada con probabilidad de una reactividad
cruzada. Por lo tanto, para determinar la presencia o0 ausencia de alergenicidad, se
recomienda pruebas clinicas adicionales, como la prueba de activacién de baséfilos
(BAT) y pruebas cutaneas de puncién (SPT) (Marchi et al., 2021).

2.6 Reduccion de la alergenicidad de insectos comestibles

Algunas técnicas de procesamiento, como la protedlisis, fermentacidén, germinacion, no
son relevantes para todos los alimentos, por lo tanto, no son ampliamente utilizadas para

la reduccién de alérgenos.

El calentamiento puede alterar las proteinas al inducir la desnaturalizacion, formacion,
agregacion o reordenamiento de las proteinas, lo que conduce a cambios en su
reactividad. Los tratamientos térmicos (ebullicién, horneado o asado) se pueden utilizar
en multiples productos para alterar al alérgeno; sin embargo, también se sabe que estos
tratamientos modifican las propiedades organolépticas y el contenido nutrimental del
producto (Shriver & Yang, 2011).

Recientemente, se ha mostrado que los tratamientos no térmicos, han sido efectivos para
alterar positivamente la reactividad de los alérgenos en varios alimentos. Estos
tratamientos incluyen procesos de alta presion, luz ultravioleta, campos eléctricos
pulsados, radiacion gamma, ultrasonido de alta frecuencia, modificaciones genéticas e
incluso procesamientos quimicos y enzimaticos (Shriver & Yang, 2011).

El procesamiento térmico puede tener un impacto negativo en la alergenicidad de los
alimentos. Un estudio mostrd, que el tostado en seco aumento la alergenicidad de los
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cacahuates; lo que significa que el procesamiento térmico en este caso aumenté la
capacidad de la proteina para unirse a las inmunoglobulinas E. Sin embargo, en ese
mismo estudio, con nueces de arbol el procesamiento térmico tuvo efecto opuesto; en

este caso hubo una trasformacioén en la proteina (Broekman et al., 2015).

Se ha reportado sobre los efectos de la hidrélisis enzimatica de proteinas de grillo en la
actividad alergénica de la tropomiosina. Hall et al., (2018) utilizaron sueros humanos
alergénicos a camarones para evaluar la actividad de la tropomiosina después de la
hidrélisis enzimatica de la proteina de grillo, utilizando alcalasas, encontraron que el
grado de hidrélisis tenia un efecto significativo en la actividad alergénica de la
tropomiosina; los hidrolizados con un grado de hidrélisis del 10- 40% redujeron la
reactividad de IgE a la proteina, mientras los hidrolizados con un grado de hidrdlisis del
60- 85% eliminaron casi por completo la reactividad de IgE a la tropomiosina. Sin
embargo, los efectos y uso de las enzimas comerciales, sobre la reactividad de la
tropomiosina han sido escasamente reportados (Hall et al., 2018)

El grado de hidrdlisis se define como el porcentaje de enlaces peptidicos hidrolizados
con respecto a la proteina original y es determinado por la condicion especificas
establecidas durante el proceso de hidrdélisis (Benitez et al., 2008).

En general, la hidrélisis puede reducir la capacidad de una proteina para desencadenar
una respuesta alérgica al reducir su tamafno, lo que puede hacer que sea menos
reconocible por el sistema inmunoldgico. Se cree que la hidrélisis enzimatica afecta la
conformacién de los epitopos de la proteina lo que puede disminuir la actividad
alergénica (Hall et al., 2018). En los ultimos afos, la investigacion se ha enfocado en
encontrar alternativas a la hidrdlisis enzimatica, centrandose en la liberacién de péptidos;
en este sentido, se ha explorado el uso de agua subcritica como una herramienta
prometedora para obtener péptidos bioactivos (Rivas-Vela et al., 2021).

2.6.1 Proceso de ultrasonido para la eliminacion de alérgenos

El ultrasonido se define como una onda de sonido a una frecuencia que excede el limite

auditivo al oido humano (20kHz). Al actuar sobre un medio liquido, la onda ultrasénica
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genera presiones positivas, lo cual genera una compresion y expansion periédica sobre

las moléculas del medio liquido (Yuan et al., 2021).

La tecnologia del ultrasonido (US) funciona por cavitacién acustica, donde se produce
una formacioén secuencial e implosién asimétrica de burbujas de baja presion con efectos
mecanicos y quimicos. Las tensiones creadas por el US pueden mejorar el rendimiento
de extraccion y las funcionalidades de las proteinas, la desintegracion de los enlaces

estructurales y las moléculas unidas a la proteina (Ampofo & Ngadi, 2022).

En su expansion de presion, la onda ultrasénica produce pequenas burbujas o
cavidades, lo cual absorben energia acustica hasta que alcanzan un tamano critico y
explotan, liberando energias superiores; a este fendmeno se denomina efecto de
cavitacion (Makino et al., 1983). Actualmente se clasifican dos tipos de ultrasonido segun
el rango de frecuencia: ultrasonido de baja frecuencia (20- 100 kHz) y ultrasonido de alta
frecuencia (100 kHz- 1 MHz). La mayoria de la literatura disponible sobre US ha
informado con rangos de frecuencia de 20 a 40 kHz, y la mayoria de los estudios
concluyen que 20 kHz es la mejor condicion para generar efectos de alta intensidad y
cavitacion con una desnaturalizacion minima de proteinas, en comparacién con
frecuencias extendidas (40 kHz) (Ampofo & Ngadi, 2022).

Se espera que, a una intensidad de 40 kHz, la cual se genera a una alta intensidad y
cavitacién causa consecuencias negativas en la formacién de espuma y despliegue de
proteinas (Ampofo & Ngadi, 2022).

El ultrasonido, debido a su potencial para la degradacion de contaminantes organicos,
se ha investigado en la mejora de la calidad sensorial de alimentos. También se ha
mostrado que el ultrasonido puede aumentar la biodisponibilidad de nutrientes, liberacidn
de compuestos antioxidantes, mejora de la digestibilidad de proteinas y lipidos (Yuan et
al., 2021). Se le atribuye a los radicales libres producidos por el efecto de cavitacion la
razén principal de la degradacion de contaminantes, ademas el poder afectar las
propiedades fisicas y funcionales de las proteinas incluyendo los alérgenos alimentarios.
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Aunque la tecnologia de ultrasonido tiene un gran potencial para la eliminacién de
agentes patégenos en alimentos, aun existen desafios que deben ser estudiados, como
la seleccidn adecuada de frecuencia, intensidad, duracion y temperatura del tratamiento,
los cuales son factores importantes para lograr una eficiencia éptima (Yuan et al., 2021).

También se ha observado que los tratamientos de US parecen ser mas eficientes cuando
se combinan con otras técnicas, en lugar de usarse por si solo. Por lo tanto, el US se
puede considerar como una alternativa para la reduccién de alérgenos alimentarios,

considerando la optimizacion de las condiciones de procesamiento (Yuan et al., 2021).

Los alérgenos son sensibles al US, por lo que se sugiere que esta tecnologia podria
tener una aplicacion potencial en la reduccién de alérgenos presentes en soya,

cacahuate, camarones, entre otros (Yuan et al., 2021).

En 2013 Hao et al., evaluaron el uso de tratamientos de US sobre cacahuate, informando
una reduccion significativa del 50% en la unién del IgE a las secuencias de proteina Ara
h1y Ara h2 (Li et al., 2013).

Otro estudio en 2018 reveld que la aplicacion de US de alta intensidad, HIU (100 - 500W)
en camarones Exopalaemon modestus degradé la tropomiosina y generd fragmentos de
proteina por radicales libres inducidos por HIU, lo cual sugiere a estos radicales como
responsables de atacar los residuos de aminoacidos, provocando asi, su pérdida;
especificamente en aminoacidos azufrados (cisteina y metionina) lo cual puede conducir
a la formacion de enlaces disulfuros mixtos. Ademas, menciona que una HIU con mayor
intensidad (600 - 800W) con tiempos superiores a 10 min, podria aumentar la reduccion
de la alergenicidad (Zhang et al., 2018).

En 2021, Soria-Calderdn reportd una reduccion de 33.65% del alérgeno de tropomiosina
presente en la proteina de Chapulin (Sphenarium purpurascens), utilizando una potencia
de US de 500 W y un tiempo de trabajo de 20 min. Los resultados obtenidos representan
un primer avance en la utilizacién del tratamiento de US para la eliminacién del efecto

alergénico de la tropomiosina presente en insectos (Soria Calderon, 2021).
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2.6.2 Cambios conformacionales en la proteina por el tratamiento de Ultrasonido

La estructura primaria de una proteina representa la secuencia de aminoéacidos, por otro
lado, la estructura secundaria esta conformada por enlaces peptidicos entre diferentes
aminodcidos, conformando hélices alfa y laminas beta unidas por puentes de hidrogeno.
La estructura terciaria, se presenta debido a enlaces disulfuro, puentes de hidrégeno,
interacciones electrostaticas e hidrofébicas entre los radicales de los aminoacidos que
conforman la estructura primaria, la estructura cuaternaria es una conformacién superior

y se presenta entre diferentes subunidades de proteinas (Lin et al., 2021).

Cuando se exponen las proteinas a procesamiento como US de baja intensidad se
conduce a la ruptura de enlaces covalentes (disulfuro) o que da lugar a proteinas
parcialmente desplegadas (perdida de la estructura terciaria). En contraste, con US de
alta intensidad se provoca la hidrdlisis de las proteinas generando péptidos. Esta accion
conlleva a alteraciones en las estructuras terciaria, secundaria incluso primaria de la
proteina, lo que da lugar a cambios secuenciales en sus propiedades tecnofuncionales
y nutricionales (Ampofo & Ngadi, 2022). Sin embargo, el cambio conformacional de las
proteinas inducido por US dependera de las condiciones de sonicacion; es decir, del

tiempo, potencia y temperatura.

De acuerdo con la pureza de la proteina con un contenido del 86% al 100% se atribuye
a una proteina aislada. Estos aislados de proteina, contienen aproximadamente un 90%
de proteina en peso seco y se han utilizado ampliamente en aplicaciones alimentarias

como en sustitutos lacteos, bebidas y carnicos (Lin et al., 2021).

Algunos investigadores han sugerido que el uso de US de alta intensidad tiene la
capacidad de modificar la conformacion de las proteinas al incidir en los enlaces de
puente de hidrogeno, interacciones hidrofdbicas y destruir la estructura cuaternaria y
terciaria de las proteinas, debido al efecto de cavitaciéon; ademas, la temperatura
provocada por el efecto de cavitacion puede inducir el replegamiento de nuevas
estructuras proteicas (Zhang et al., 2018). Estas modificaciones estructurales, pueden
exponer a mas sitios accesibles para su hidrélisis y aumento en su actividad biolégica
(Lin et al., 2021).
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Se ha determinado que el uso de US puede ocasionar una disminucién de los residuos
de triptéfano (Cheng et al., 2018). Sin embargo, no se dispone de informacién acerca

del impacto exacto del US a nivel molecular en la estructura de la proteina.
2.7 Proceso de agua subcritica para la eliminacion de alérgenos

El agua subcritica (AS) se refiere al agua en estado liquido en un rango de temperaturas
de 100 a 374°C y presiones de hasta 22 MPa. En estas condiciones, el agua presenta
propiedades unicas, facilitando la solubilizacién de compuestos apolares, disminuyendo
la constante dieléctrica, viscosidad y densidad. Por otro lado, el producto i6nico aumenta,
provocando un incremento en la concentracién de iones H e OH, siendo éstos como

catalizadores acidos o basicos para las reacciones de hidrolisis (Marcet et al., 2016).

El efecto de las altas presiones y temperaturas, por separado, ha sido demostrado no
ser efectivos para la hidrélisis de proteinas, ya que sus efectos no han sido suficientes
para la desnaturalizacion de éstas, es decir se ve limitada la desnaturalizacién de las
estructuras cuaternarias, terciarias e inclusive secundarias. Sin embargo, cuando éstos
efectos se encuentran en conjunto, ocurren mecanismos de hidrélisis irreversibles de
primer orden, promoviendo la ruptura de interacciones débiles como los enlaces de
puente de hidrogeno, produciendo la pérdida de estructuras cuaternarias y hasta
secundarias, ademas, es importante mencionar que el aumento de iones puede modificar
el pH del medio provocando la degradacién de aminoacidos (a temperaturas superiores
a 200°C) y productos de reaccion de Maillard (Rivas-Vela et al., 2021).

Por lo tanto, el agua subcritica (AS) tiene la capacidad de producir la hidrélisis de
carbohidratos y proteinas, sin necesidad de catalizadores adicionales (Pattnaik et al.,
2021).
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3. Justificacion

La inclusién de insectos en la dieta humana puede tener un impacto positivo en la
nutricién, en especial en las zonas de acceso limitado a los alimentos. Es por ello por lo
que la cria y domesticacidén de insectos, para la inclusién en alimentos puede ser una
estrategia prometedora para contribuir a mejorar la seguridad alimentaria. Histéricamente
en el mundo en diferentes regiones la entomofagia prevalece; en México presenta una

gran diversidad de insectos comestibles y culturas que los consumen.

Sin embargo, los alimentos a base de insectos podrian presentar algun tipo de riesgo
para algunos consumidores, particularmente a aquellos que presentan hipersensibilidad
a los crustaceos, debido a que puede ocurrir una reactividad cruzada.

Por tal motivo, surge el interés de investigar los posibles efectos de tecnologias
emergentes en el procesamiento de proteinas de insectos comestibles. Al evaluar el
efecto del ultrasonido de alta intensidad, sobre la reduccion en la proteina asociada a la
alergenicidad de un concentrado proteico de harina de chapulin, Sphenarium

purpurascens, la cual se caracterizd para confirmar su seguridad alimentaria.

La inclusién de ingredientes como posible aditivo con alto valor nutrimental a productos
alimenticios en vias de desarrollo y las tendencias en el mercado por parte de los
consumidores, dan como resultado una busqueda de satisfacer las demandas orientadas
a la mejora de la salud y al mismo tiempo ofreciendo productos creativos como lo es los
alimentos funcionales. En este sentido, la inclusion de la harina de chapulin en un
producto novedoso como es un confite enchilado a base de pulpa de tamarindo hace de
un producto atractivo para el consumidor, aportando beneficios a su salud y al mismo

tiempo acercando a la pérdida de la entomofobia.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo General

Evaluar efectos del ultrasonido de baja frecuencia y del agua subcritica sobre la
reduccion de la proteina (tropomiosina) asociada a la alergenicidad, en un concentrado
proteico de Sphenarium purpurascens, asi como en sus propiedades tecnofuncionales,
asimismo, innovar en el uso de una harina de este insecto, pero sin tratamiento, como

ingrediente de un producto de confiteria mexicana.

4.2 Objetivos especificos

e Obtener un concentrado proteico de Sphenarium purpurascens y caracterizarlo
respecto al contenido de tropomiosina y a sus propiedades tecnofuncionales.

e Evaluar el efecto de la aplicacion de ultrasonido y agua subcritica en el
concentrado proteico sobre el contenido de tropomiosina y en sus propiedades
tecnofuncionales.

e Formular y evaluar sensorialmente un producto de confiteria, base pulpa de
tamarindo, con la inclusion como ingrediente de la harina de chapulin, sin
tratamiento.

e Estimar la vida de anaquel fisicoquimica del producto de confiteria.

5. Metodologia

Se trabajé con chapulines de la milpa Sphenarium purpurascens suministrados por la
empresa Delinsect®. Bajo las especificaciones del proveedor, los insectos fueron
sometidos a un periodo de ayuno de dos dias para limpiar el tracto gastrointestinal y se
calentaron (100 °C por 20 minutos) como método de sacrificio. A la recepcién de la
materia prima, se almacenaron en congelacion a -20 °C o se seleccionaron
inmediatamente para molerse y poder almacenarlos en congelacién (-20°C) hasta su
uso. Las muestras se caracterizaron en su composicién proximal, se aplicé el ensayo
ELISA tipo Sandwich para la identificacion de TM, se sometieron a electroforesis en gel
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SDS-PAGE vy se realiz6 una determinacion en sus propiedades tecnofuncionales al
extracto proteico antes y después de tratarlo con ultrasonido. Finalmente se aplicé harina
de chapulin a la formulacion de una golosina a base de pulpa de tamarindo y se evalud
en sus propiedades fisicoquimicas y en su vida de anaquel.

El proyecto experimental se realiz6 dentro del Laboratorio de Innovacion y Desarrollo de
Alimentos, en el Posgrado en Alimentos, y en la Planta Piloto de Alimentos ubicado en
el Parque Biotecnoldgico; ambos laboratorios pertenecen a la Facultad de Quimica de la
Universidad Autdbnoma de Querétaro.

5.1 Obtencién del concentrado proteico

Los chapulines, fueron molidos empleando un molino de café y tamizados a través de

una malla de 0.5 mm. Posteriormente se llevaron a un almacenamiento a -20°C.

El polvo de chapulin se desgras6 por medio de agitacion con etanol al 97 % en relacién
1:10 durante 5 h. Después se centrifugd a 3500 rpm por 15 min a 20 °C para recuperar
el precipitado en forma de pastilla (Pellet). Una vez obtenida la pastilla, ésta se mantuvo
en agitacion durante 1 h con una solucion de NaOH 0.2 % en una proporcién de 1:10
(p/v), pH 11.0, a temperatura ambiente (~25°C). Después de la centrifugacién a 8000 g,
se aislo las proteinas por precipitacion por punto isoeléctrico a pH 3.0 y 25°C, basado en
la metodologia descrita por Zielinska et al., (2018). Las proteinas precipitadas se
centrifugaron a 4 °C durante 20 min a 8000 g y se lavaron con agua destilada.
Finalmente, los concentrados proteicos se secaron en estufa de aire forzado a 50 °C y

se almacenaron a -20°C.
5.1.2 Caracterizacion proximal: muestras de extracto proteico

Se siguieron los métodos oficiales descritos por la AOAC, 2012. La determinacion de
humedad se realiz6 por el método AOAC 925.09; el porcentaje de cenizas segun AOAC
923.03; el contenido de proteina cruda AOAC 920.87; contenido de grasa cruda AOAC
920. 39C; el contenido de fibra cruda AOAC 962. 09 y porcentaje de extracto libre de
nitrogeno seguido de AOAC 986. 25.
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5.1.3 Determinacion de quitina

Se siguié la metodologia descrita por Aamkova et al., (2017). Se utilizé 1.0 g de muestra,
a la cual se le adicion6 100 mL de HCL 1M, la mezcla se colocd a 100°C por 1 h,
posteriormente se filtrd al vacio con papel filtro Whatman N.1 y se realizacion lavados
con agua caliente destilada y adicionalmente se realiz6 un lavado con KOH al 5% lo que
provoco la saponificacién de las grasas, se finaliz6 el lavado hasta obtener un pH neutro.
El residuo fue recuperado en un matraz al cual se le anadié 100 mL de NaOH 1M, la
mezcla se colocd a 80°C por 20 h, pasado el tiempo la muestra se filtré al vacio con papel
filtro Whatman N. 1, finalmente los papeles filtro con el residuo recuperado se secaron
en horno a 40°C durante 24 h. Finalmente se determiné cenizas del residuo sélido, El

contenido de quitina se determind por la siguiente ecuacion:

(peso residuo — peso cenizas) * 100
peso de la muestra

%Quitina =

5.1.4 Evaluacion del tratamiento de ultrasonido

Los tratamientos de ultrasonido se realizaron con un procesador Cole Palmer de 500
vatios, a una frecuencia fija de 20 kHz. Se preparé una mezcla en proporcion de 1:20
(p/v) proteina de insecto y agua destilada; 100 ml de esta mezcla se sonicaron usando
recipientes de vidrio con una recirculacién de agua.

Se utilizdé un diseno factorial completo con dos réplicas, donde los factores a evaluar
fueron el tiempo (20 min), potencia (400 W), tipo de sonicado (continuo, pulsado),
calentamiento (con ebullicién, sin ebulliciéon), incluyendo una muestra control sin
tratamiento de ultrasonido. Ademas, se monitoreé la temperatura (°C) como una
covariable. Las unidades experimentales se prepararon en una proporcion de 1:20 (p/v)
de proteina de insecto y agua destilada. La variable respuesta fue la cuantificacion de la
tropomiosina presente.

Después del tratamiento de ultrasonido, las muestras se liofilizaron con un equipo Freeze
Dry System Labconco y se almacenaron a -20 °C hasta su analisis de cuantificacién de

tropomiosina.
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5.1.5 Evaluacion del tratamiento con agua subcritica

Para el tratamiento de agua subcritica se realizé un tratamiento a 130°C, 20MPa y 1M
de &cido citrico durante 20 y 30 min. Estas muestras fueron donadas por parte de un
proyecto anterior (Rivas-Vela, 2023, CIATEJ, Zapopan, México).

5.2 Caracterizacion: Ensayo ELISA tipo Sandwich para la deteccion de

tropomiosina

Para el ensayo ELISA tipo sandwich se utilizo el kit Shrimp Tropomyosin ELISA 2.0,
InbBio (Charlottesville, VA, EUA), para la cuantificacién del contenido de tropomiosina

de las muestras analizadas.

El kit ELISA contiene una placa de microtitulacion de 96 pocillos recubierta con
anticuerpo monoclonal 1A6, el cual se une al epitopo especifico presente del extracto de
acaro (D. pteronyssinus) alérgeno de tropomiosina, Der p 10 (Reactividad cruzada con
tropomiosina de mariscos). Contiene, un tampén de lavado (concentrado 10x), tampén
de ensayo (concentrado 10x), sustrato de revelado TMB y solucién de parada (acido
sulfarico 0.5 N).

Para comenzar el ensayo se siguié el procedimiento descrito en el manual del Kit.

Se prepararon diluciones 1x de los concentrados de tampdn de ensayo y de lavado en
agua destilada. Posteriormente, a temperatura ambiente, se retiré la placa de micro
titulacidén de la bolsa de aluminio y se realizaron lavados afiadiendo 150 ul de tampén de
lavado a cada pozo, vaciando los pocillos invirtiendo la placa y luego golpeando
suavemente sobre papel absorbente para eliminar solucién del tampdn residual.
Repitiendo el ciclo de lavado dos veces mas. Después, se agregaron los estandares, las
muestras y los blancos a la placa, realizando diluciones 1/10. Se agregaron 100 ul de
tampon de ensayo a todos los pocillos, mas 80 pl adicionales a todos los pocillos de la
columna de los estandares. Se mezclaron los pocillos pipeteando de arriba abajo
asegurandose que el volumen final de cada pocillo debe ser de 100 pl. Se cubrié la placa
y se incubo a temperatura ambiente lejos de la luz directa durante 1 hora. Posteriormente,
se agité suavemente el anticuerpo de deteccidn policlonal y se preparé una mezcla de
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conjugado/anticuerpo de deteccién 1:1000 agregando 11 ul de anticuerpo policlonal y
11ul de IgG anti-conejo de cabra conjugada con peroxidasa a 11 ml de tampén de
ensayo. Mezclando bien y lavando la placa 3 veces con 150 ul de tampdn de lavado.
Finalmente se agreg6é 100 ul de mezcla de conjugado y anticuerpo a cada pocillo. Se
volvié a incubar durante 1 hora, lejos de la luz directa. Pasado el tiempo, se lavo
nuevamente la placa 3 veces mas, para finalmente afadir a cada pocillo 100 pl de TMB
controlando la reaccion a medida que se desarroll6 el color azul, posteriormente se midioé
la absorbancia OD 450nm hasta alcanzar un valor de absorbancia entre 0.08-0.09 para
el estandar 1. Una vez en esta absorbancia, se anadio la solucién de parada agregando
50 pl de solucién a cada pocillo verificando el cambio de color (cambi6é a amarillo). Se

midi6 nuevamente la absorbancia a 450 nm dentro de los 30 minutos.
5.3 Electroforesis en gel SDS-PAGE

Para esta parte se siguié el protocolo descrito por Yi et al., (2013). Brevemente, las
muestras se disolvieron en soluciones amortiguadoras Tris/HCI 20 mM, EDTA 2 mM a
pH 8.0 con una concentracién de proteina de 7 mg/ml. Las soluciones con la muestra
diluidas en una proporcién de 1:1 en un tampon (Tris/HCI 20 mM, EDTA 2 mM pH 8.0,
SDS al 5 % (p/v), 0.016 % (p/v) de DTT, 0.02% de azul coomassie). Posteriormente, las
muestras se calentaron a 95 °C durante 5 min y se centrifugaron durante 2 min a 3000 x
g antes de correrlas en el gel. Se adquirieron proteinas estandar de 10-250 kDa como

patrén de referencia.
5.4 Propiedades tecnofuncionales del extracto de proteina
5.4.1 Solubilidad

La solubilidad se determind siguiendo la metodologia de Mishyna et al. (2019) con
modificaciones. Con el uso de 0.4 g de muestra y 20 ml de agua destilada. El pH de la
disolucion se ajustd a un pH 7 mediante la adicion de 1 M NaOH o 1 M HCI. La dispersién
se agitd con vortex durante 30 s a temperatura ambiente. Posteriormente, las

dispersiones se centrifugaron a 3000 g durante 20 minutos a temperatura ambiente y se
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determiné la concentracidon de proteina del sobrenadante mediante el método de
Bradford.

5.4.2 Capacidad de retencidn de agua y capacidad de retencion de aceite

La capacidad de retencion de agua (CRW por sus siglas en inglés) y la capacidad de
retencion de aceite (CRO por sus siglas en inglés) se determiné por el método descrito
por Ahmedna et al. (1999) con modificaciones. A 0.5 g de muestra se le adicion6 5 ml de
agua destilada o 5 ml de aceite vegetal comercial (aceite Nutrioli), segun sea el caso, en
tubos Falcon de 50 ml previamente pesados. La mezcla se agité con vértex durante 30
s a temperatura ambiente. Posteriormente, las dispersiones se centrifugaron a 3000 g
durante 20 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se descarté y se registré

el peso del tubo con la pastilla.

eso con el precipitado — peso del tubo solo de solucion
CRW o0 CRO = (p precipi 14 )_ .9 i

peso de la muestra g de muestra
5.4.3 Capacidad de formacion y estabilidad de emulsiones

La capacidad de formacion y estabilidad de emulsion se determiné siguiendo el método
utilizado por Zielinska et al., (2018). Se colocaron 0.5 g de muestra en agua destilada
para obtener una solucién al 1 % (p/v). Se mezclaron 10 ml de la soluciéon y 10 ml de
aceite vegetal en un tubo falcon de 50 ml. Posteriormente se homogenizo la dispersion
con ayuda de Ultraturrax a una velocidad de 20 000 rpm durante 1 minuto. El
homogenizado se centrifug6 a 3000 g durante 5 min a temperatura ambiente y se registro
el volumen de las capas formadas. Para la medicion de la estabilidad de la emulsion, la
emulsion formada se calent6 durante 30 min a 80 °C en bafio maria. Después del tiempo
de incubacion, la emulsién se centrifugbé a 3 000 g por 5 min a temperatura ambiente y

se registré el volumen de las capas formadas.
5.5 Digestibilidad

La digestibilidad proteica se determiné empleando un método in vitro reportado po
Abadia et al., (2013), con modificaciones. Se expuso 0.5 g de muestra a condiciones
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gastricas simuladas agregando 10 ml de saliva artificial y 80 ml de jugo gastrico simulado.
Las muestras se homogenizaron manualmente por 1 min y se incubaron a 37 °C durante
2 h. Después del tiempo de incubacion, la muestra fue expuesta a condiciones
intestinales simuladas, para lo cual la muestra se centrifugdé 6000 rpm por 5 min a
temperatura ambiente se recuperé el precipitado al cual se le agregaron 27 ml de jugo
intestinal simulado, para su posterior incubacion a 37 °C durante 4 horas. Después del
tiempo de incubacion la muestra se centrifugd nuevamente con las mismas condiciones
y se recuperd el precipitado, el cual se secé en horno a 37 °C durante 24 horas.
Finalmente se determin6 el contenido de proteina por el método de Kjeldahl. La
digestibilidad proteica se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Pi(g) — Pf(g9) .

. 100
Pi(g)

%Digestibilidad =

5.6 Formulacién de golosina

Para la evaluacion de la inclusién de la harina de chapulin sin tratamiento como
ingrediente, se formuld una golosina a base de tamarindo sustituyendo la cantidad de
tamarindo y azucar glass, con la inclusion de la harina de chapulin en 10% (p/p) y un
control sin inclusién de la harina, mediante un disefio de mezclas, donde los factores de
estudio fueron el porcentaje de harina de chapulin, el porcentaje de azlcary el porcentaje
de pulpa de tamarindo. Considerando 100 gramos como el 100 %, se obtuvo una

formulacién que se muestra en la Tabla 2:

Tabla 2. Ingredientes para la formulacién de dulce con proteina de chapulin.

Ingredientes Cantidad (%)
Pulpa de tamarindo 43
Harina de chapulin 10
Azlcar glass o
Mezcla de chiles (60/40) Guajillo & arbol 4.3
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Grenetina ‘ 5.6
Acido citrico ‘ 1.2
Sal ‘ 2.1

Se tamizd la proteina y el aziucar glas, posteriormente, a la pulpa de tamarindo ya
preparada, se le quité las semillas que contenian. Se integrd los sélidos poco a poco a
la pulpa de tamarindo, todo a temperatura ambiente (25-C), una vez obteniendo una
masa uniforme y se lamind con un rodillo y se cortaron cuadros, todos del mismo tamanio.
Se dejoé reposar el dulce por un dia, para que perdiera humedad. Pasadas 24 h, se
escarché el dulce rociando una mezcla de agua con maltodextrina, y se pasé por un
tamiz con chile en polvo. Inmediatamente, se llevé a bolsas de polipropileno y se

sellaban. Almacenando en un lugar fresco y seco, sin luz directa hasta su analisis.

Toda la produccion se llevo a cabo en la Planta Piloto de Alimentos, ubicada en el Parque
Biotecnoldgico de la Universidad Auténoma de Querétaro, aplicando las buenas
practicas de manufactura para asegurar la inocuidad del producto.

Las pruebas microbiolégicas para asegurar su inocuidad (en su calidad microbiolégica)

se realizaron de acuerdo con las normativas mexicanas:

NOM-111-SSA1-2014, Bienes y servicios. Método para la cuenta de mohos y levaduras

en alimentos.

NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba microbioldgicos.
Determinacién de microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos

patégenos.
5.7 Analisis vida de anaquel y analisis sensorial del producto de confiteria

Para el estudio de vida util, las muestras del producto terminado se almacenaron a
temperatura ambiente (25°C). Se realizaron muestreos cada semana, midiendo sus
parametros fisicoquimicos: porcentaje de humedad, pH, Aw y contenido de acidos grasos
libres.
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Se llevé a cabo el analisis sensorial del producto desarrollado en el laboratorio de
evaluacién sensorial, ubicado en el Parque Biotecnoldgico de la Universidad Autbnoma
de Querétaro. A cada panelista se le informé acerca de la prueba y del producto que
consumiria, se le entreg6 un formato de consentimiento informado (Anexo 2 y Anexo 3)

donde el panelista podia aceptar o no su participacion en la evaluacion.

Se reclutaron al menos 50 consumidores habituales de dulces de tamarindo, adultos
entre 18 a 80 anos (Hough & Garitta, 2012). Se les pregunt6 su frecuencia de consumo
y se tomd en cuenta que no presentaran alergia a crustaceos o derivados, en algun
ingrediente presente en la formulacién. Los consumidores fueron reclutados por medio

de infografias en fisico y en digital (Anexo 5).

Para el analisis sensorial, se presenté un set de 2 muestras codificadas para cada
evaluador, que consistieron en pequefas porciones de 9.5 g de cada producto formulado.
Las muestras se presentaron en pequenos platos de plastico codificados al azar y se usé
agua purificada a 25 °C para limpiar el paladar.

Se establecieron los atributos a evaluar (textura, sabor, color y sabor) incluyendo su
aceptabilidad en general, mediante una escala hedédnica del 1 al 9 (1= No me gusta
extremadamente al 9=Me gusta extremadamente). Se les permitié a los evaluadores
manipular la muestra de manera libre, y ofrecer comentarios sobre el producto en caso

de que existiera (Anexo 4).
5.8 Disefio y analisis estadisticos

En la experimentacién con ultrasonido (US), se realizé un disefio factorial completo (22)
completamente aleatorizado, donde los factores a evaluar fueron tiempo (20 min),
potencia (400 W), tipo de sonicado (continuo, pulsado) y calentamiento (con ebullicién,
sin ebullicion). Todos los tratamientos se realizaron en total de tres unidades
experimentales independientes. Los datos del experimento con ultrasonido (US) y agua
subcritica (AS) se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA), siempre y
cuando se cumplieran las condiciones de normalidad y varianzas constantes. Para la

comparacion de medias entre las muestras, se utilizo la prueba de Tukey.
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6. Resultados y discusion
6.1 Caracterizacion proximal del material

Los resultados de la caracterizacién proximal de la harina de chapulin y el extracto
proteico se muestran en la Tabla 3. Donde se puede observar para la harina obtenida de
S.purpurascens un alto contenido de proteina del 61.13%. Distintos autores se han
dedicado a estudiar una gran variedad de insectos comestibles, con el fin de demostrar
los beneficios para la salud donde han informado sobre contenidos de proteina que van
en un rango desde 43.9% a 77.1% para diferentes especies de saltamontes y grillos
(Ibarra-Herrera et al., 2020).

El segundo componente mayoritario en la harina son los carbohidratos totales con un
21.45%, de los cuales un 11.55% se le atribuye a su contenido de quitina. La quitina se
encuentra en forma de fibra insoluble, sirviendo como material estructural para el insecto
(Hirsch et al., 2019). Se ha mostrado ser beneficiosa para la salud humana ya que, al ser
una fuente de fibra insoluble, presenta propiedades prebidticas (Stull et al., 2018).

En cuanto a su fraccidn lipidica representd un 13.28%, encontrandose dentro del rango
reportado para S.purpurascens (5.75%- 19.56%), siendo valores altos comparados con
otras clases de ortépteras como lo es para A. domesticus (3.6 %) (Torruco-Uco et al.,
2019). Aunque el contenido lipidico de S.purpurascens puede ser relativamente bajo, a
comparacién con otras fuentes de alimentos, posee la capacidad de proporcionar un
contenido alto de acidos grasos insaturados (67-75%) lo cual puede convertirlos en una
fuente de aceite de alta calidad (lbarra-Herrera et al., 2020).

Por otro lado, el contenido de proteina en el concentrado proteico fue entre 61.13% a un
67.43%, esto debido al método de extraccidn alcalina, ya que las proteinas se solubilizan
selectivamente a pH 12, dando como resultado que, durante el proceso de precipitacion,
los componentes como la grasa y el exoesqueleto (quitina) puedan ser eliminados. Esto
da como resultado final, una purificacién y concentrado de proteina de insecto (Brogan
et al.,, 2021). Por otro lado, el proceso de desengrasado aportdé una reduccién de
contenido lipidico de un 3.3 %. Sin embargo, para el caso de la quitina no hubo una
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disminucién, esto puede ser debido a que los insectos contienen una gran cantidad de
quitina, polisacaridos ricos en nitrégeno y proteinas entrelazadas. Lo cual, entre estas
matrices puede causar estimaciones altas en los contenidos de proteina y carbohidratos
(Janssen et al., 2017).

Tabla 3 Caracterizacion proximal del material para la harina de chapulin y para el
concentrado proteico.

Harina S. purpurascens @ Concentrado proteico

Componente
(%) S. purpurascens (%)
Proteina 61.135 £ 0.004 67.433 £ 0.187
Lipidos 13.280 + 0.028 3.381 £0.110
Cenizas 4.206 £ 0.131 1.379 £ 0.037
Carbohidratos 21.450 +0.103 27.824 + 0.041
Quitina 11. 554 +0.036 14.430 +£0.69

Los resultados se presentan como promedio de tres réplicas *+ desviacion estandar.

6.2 Propiedades tecnho funcionales de la harina de chapulin y del concentrado
proteico

Los resultados para las determinaciones tecnofuncionales de la harina de chapulin y del
concentrado proteico antes y después de cada tratamiento, se pueden observar de
manera general en la Figura 3, mediante un andlisis de componentes principales (PCA).
La identificacion para cada tratamiento fue codificada de acuerdo con la Tabla 4, donde
se puede observar con mayor facilidad los valores obtenidos para cada variable.

En esta proyeccion de PCA se recupera un 87.39% de varianza, por lo cual se puede
considerar confiable.

En el primer grafico, Figura 3A, la primera dimension con una varianza recuperada del
63.52%, se puede observar en circulo azul el agrupamiento de los tratamientos con agua
subcritica (AS), estos caracterizados por poseer mayores capacidades en la formacioén
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de espumas, emulsiones y solubilidades altas asi mismo, se caracterizan por su baja de

retencion de agua y de aceite.

Por otro lado, en la Figura 3B, para el lado negativo del eje, se diferencian dos
agrupamientos en circulos verde y rojo, estos representados por los tratamientos con
Ultrasonido (US) y los controles (harina de chapulin, proteina extraida, y proteina
extraida con el tratamiento térmico de ebullicién). Estas, caracterizadas por presentar
mayores capacidades en su retencion de agua y aceite y bajos porcentajes en el resto
de las propiedades tecnofuncionales. En la segunda dimension, en el eje positivo, es
posible diferenciar a los tratamientos con ultrasonido (1US, 2US y 4 US) de los
tratamientos de agua subcritica (AS), y los controles, destacando por su alta capacidad

de retencién de agua y aceite.
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Figura 3 Proyecciones de los componentes principales de las determinaciones
tecnofuncionales de los tratamientos US= ultrasonido, AS=agua subcritica,

Chapulin= harina de chapulin, Control= concentrado proteico, Ebullicibn= proteina

solo con ebullicion.

Los datos obtenidos para cada uno de los tratamientos se muestran en la Tabla 4 en las

cuales se describen a continuacion cada una de sus propiedades funcionales.
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6.3 Solubilidad

Se muestra para la harina de chapulin una solubilidad a pH 7.0 de 10.10%, conforme se
realizaron los tratamientos de US y AS, el porcentaje de solubilidad aumenté hasta un
16.60% y 35.87% respectivamente. Cabe mencionar, que, entre los tratamientos de US,
no hubo diferencia significativa para sus valores obtenidos en su solubilidad. Estos
valores concuerdan con otras especies de insectos reportados, por ejemplo, para S.
gregarian y A. mellifera mostrando solubilidades bajas a un pH 7.0 (15.8 % y 12.4%
respectivamente) y obteniendo un aumento después de su extraccion de un 33 - 42%
(Mishyna et al., 2019). Una solubilidad baja puede deberse a la presencia de lipidos, la
cual reduce la capacidad de absorcion de agua de las proteinas, o que provoca una
reduccion en su capacidad de hinchamiento, y en consecuencia una solubilidad baja
(Awuchi et al., 2019).

Tabla 4 Propiedades Tecnofuncionales para cada uno de los tratamientos, control,
Ultrasonido y Agua Subcritica

Componente  WAC (g/g)  OAC (g/g) EC (%) FC (%) S‘.?,'L‘.?'Efi',?"
Harina 3.91+0.08%  3.8740.39° 62.29+191°  625+1.77>  10.10£0.21°
chapulin
(C) 4.05+0.130% 6.14+050® 26.25+¢3.81°  500+0.00°  15.92+0.19°
(E) 3610620 662057 38.40£0.010° 6.25+1.77°  16.46+0.19°
(1US) 442+0010° 7.93+0.16°  49.47+1.86° 12.50+0.00° 16.75+0.60°
(2US) 474+034%  821+023°  71.2843.05¢ 12.50+0.00° 16.32+0.38°
(3US) 4.22+4043°  7.71+1.11c  37.8242.66° 12.50+0.00° 16.73+0.19°
(4US) 456+002° 815:098° 77.33#0.83° 12.50:0.00°  16.60+0.00°
(AS20) 1.84+0.05° 5.06+0.25% 66.800.88° 32.22+¢1.572  33.77+0.822
(AS30) 1.62+0.042  464+0.38%  78.47+42.8%  34.44+157%  3587+1.30

Los resultados se presentan como promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Las
letras diferentes indican diferencias significativas (a=0.05) segun la prueba de Tukey.
US= ultrasonido, AS= agua subcritica, E= concentrado proteico con ebullicion, C=
concentrado proteico, 1US= 400w/20min/cavitacion continua, 2US=
400W/20min/cavitacion pulsada, 3US= 400W/20min/cavitacién continua/ebullicion,
4US= 400W/20min/cavitacion pulsada/ ebullicion, AS20= agua subcritica/ 20 min, AS30=
agua subcritica/ 30 min
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Por otro lado, el aumento de la solubilidad se puede atribuir a la liberacién de fragmentos
peptidicos pequerios, éstos generando un aumento en los grupos amino y carboxilo, los
cuales van a interactuar con las moléculas de agua y mejorando la hidratacion de las
proteinas (Purschke et al., 2018). Tener una buena solubilidad en las proteinas es
importante en las aplicaciones alimentarias, ya que facilita la formacién de emulsiones,

espumas y geles (Zielinska et al., 2018).
6.4 Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencién agua y de aceite de las proteinas en los alimentos depende
de factores intrinsecos como su conformacion, composicién de aminoacidos, polaridad o
hidrofobicidad (Suresh & Samsher, 2013). Los valores obtenidos para la capacidad de
retencion de agua (WAC) se muestran en la Tabla 4. No se observaron diferencias
significativas entre tratamientos de US (4.56 g de agua / gramo de muestra) pero si con
respecto a los controles (3.91 gramo de agua / gramo de muestra). Se ha reportado como
alternativa el uso de US principalmente en productos carnicos y lacteos, para mejorar las
propiedades de las proteinas, su solubilidad en agua y para retener agua (Téllez-Morales
et al., 2020). Una alta WAC en estos extractos proteicos pueden utilizarse al anadirse a
formulaciones de varios alimentos, como lo son quesos, productos de panaderia,

embutidos y masas (Awuchi et al., 2019).

En cuanto al AS, ésta provoca una disminucion en la WAC, ya que los valores obtenidos
son de 1.61 = 0.04 (g/g). Esto concuerda con valores reportados para para algunos
ortépteros como A. domesticus con valores de 2.03 g/g y Gryllidae sp. 2.38 g/g (Torruco-
Uco et al.,, 2018). Una WAC muy baja puede afectar la calidad de los productos

alimenticios obteniendo un alimento rigido, seco y con volumen bajo.
6.5 Capacidad de retencion de aceite

Los valores obtenidos para la capacidad de retencién de aceite (OAC) se muestran en la
Tabla 4. Para la harina de insecto fue de 3.87 g/g, la cual no mostré diferencia
significativa con respecto a los valores obtenidos para AS (4.64 g/g). Sin embargo, estos
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valores concuerdan con datos reportados para distintas especies (G. sigillatus 2.82 g/g
y A. domesticus 3.37 g/g) (Torruco-Uco et al., 2018).

Por otro lado, para los tratamientos con US esta capacidad aumenta hasta a un
8.2010.22 (gramo de aceite / gramo de muestra), esto concuerda con Leni et al., (2020)
al reportar hasta cuatro veces en el aumento de OAC de la harina de gusano. La posible
razén del aumento en la OAC es debido al incremento en la presencia de cadenas no
polares, quedando expuestos para unirse con cadenas de hidrocarburos oleosos. Esta
capacidad resulta beneficiosa en las interacciones estructurales en los alimentos, ya que
pueden mejorar la palatabilidad del alimento, la vida util y retencion de sabores,
particularmente en productos cérnicos, de panaderia o productos donde sea deseable la

absorcién de grasa (Chandra et al., 2015).
6.6 Capacidad de formacion de emulsion

Los valores obtenidos para la capacidad de formaciéon de emulsién (EC) se muestran en
la Tabla 4. Para la harina de chapulin fue de 62.29%, este valor fue mayor en las
muestras tratadas con AS hasta un 78.47%, a diferencia con los datos obtenidos para
los diferentes tratamientos con US, en los cuales existio variabilidad entre tratamientos;
Para los tratamientos con US, con sonicacion pulsada, se obtuvo valores altos hasta de
un 77.33%, en cambio cuando se utilizé el tipo de sonicacion continua, este valor
disminuyd, al igual que los controles (proteina extraida y con ebullicion) hasta un 25.5 %.
Estos valores bajos obtenidos en su EC concuerdan con otras especies reportadas,
alrededor de un 20.33% promedio en su capacidad emulsificante para L. migratoria, A.
domesticusy Gryllidae sp. (Torruco-Uco et al., 2018). El menor valor después de haberse
extraido la proteina puede deberse al proceso de desengrasado que se aplicd, ya que
esto puede provocar la agregacién de ciertas proteinas y compuestos que causen
disminucion en la hidrofobicidad de la proteina extraida (Kim et al., 2020).

En cuanto al aumento en la EC en los tratamientos con AS, puede atribuirse a la
desintegracion de la proteina, la desnaturalizaciéon y a los cambios estructurales, los

cuales, provocan una mayor exhibicibn de aminoacidos hidrofébicos lo cual van a
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generar el aumento en la capacidad de emulsificacién de las proteinas (BuBler et al.,
2016).

6.7 Capacidad de formacion de espuma

La capacidad de formaciéon de espuma (FC) inicial para la harina de chapulin fue de
6.25%, este valor no cambié significativamente con respecto a los controles, estos
valores concuerdan con los reportados para S. purpurascens con un valor de 6.17%
(Torruco-Uco et al., 2018).

Por otro lado, para los tratamientos con US, este valor fue mayor (12.5 %), pero fue
significativamente mas alto en las muestras tratadas con AS (34.33 %).

La desnaturalizacion parcial de las proteinas genera un despliegue gradual, exponiendo
sus sitios hidrofobicos, los cuales son adsorbidos con mayor facilidad entre las interfases
agua-aire, reduciendo la tensién superficial y provocando un aumento en la capacidad
espumante (Awuchi et al., 2019, Zielinska et al., 2018) por lo tanto, se podria considerar
a los tratamientos de AS como buenos agentes espumantes para la aplicacién de
alimentos que requieran ser aireados o anadir textura, como alimentos horneados, dulces

o helados.

6.8 Efectos de los tratamientos de ultrasonido y agua subcritica sobre la harina de
chapulin y del concentrado proteico

La alergenicidad (presencia de tropomiosina TM) del concentrado proteico y sus distintos
tratamientos, fueron analizados por la prueba ELISA tipo sandwich. Los contenidos de
tropomiosina para cada uno de los tratamientos se pueden observar en la Figura 4.

El contenido de tropomiosina (TM) inicial en el concentrado proteico (control) fue de 42.
63 +2.23 ng/ml. Comparado con el tratamiento con calentamiento de ebullicidén, se puede
observar en la Figura 4 que no existié una diferencia significativa. Posteriormente, para
los tratamientos con US, se puede observar una variabilidad entre tratamientos, sin
embargo, se destaca el tratamiento de US con 400/20/C/E, fue el que obtuvo una mayor
reduccion (entre los cuatro tratamientos con US) obteniendo un conteniendo 30.82 + 1.37
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ng/ml, es decir se redujo cerca del 27.5 % de tropomiosina con respecto al control
(concentrado proteico). Chen et al., (2023), reportaron el uso de US a 500 W de potencia
por 30 min sobre la proteina TM extraida de almejas (M. veneriformis) para la
cuantificacion y reduccidon de TM, donde obtuvieron una reduccion del 36.9 %
atribuyendo a la disminucién a los cambios conformacionales de la tropomiosina (TM),
en particular a la destruccién u ocultacién de los epitopos presentes de la proteina. Asi
mismo, el efecto del US fue atribuido el efecto de cavitacién que produce ruptura de los
enlaces Van der Waals y enlaces de Hidrogeno, produciendo la modificacion de la TM.
Ademas, es importante tener en cuenta, que varios de estos métodos de procesamiento,
que alteran la conformacién de los epitopos, pueden crear nuevas regiones de union

induciendo nuevas sensibilizaciones y/o respuestas alérgicas (Hall & Liceaga, 2020).

Por otro lado, se han reportado otras tecnologias novedosas para la disminucién de la
reactividad de la TM, como los tratamientos con altas presiones (HTP) y, ademas con la
combinacion de distintos métodos, como las protedlisis enzimaticas con microondas, asi
como HTP con US (Mejrhit et al., 2017). En el presente trabajo se aplic6 US acoplado a
un tratamiento térmico (ebullicion >90°C, 15 min), mostrando que por si solo el
ultrasonido y con acoplamiento térmico, si produce cambios en el reconocimiento de igE
del alérgeno de la proteina de chapulin, provocando también cambios reversibles en su

despliegues proteicos y reordenamiento de enlaces.

Sin embargo, poco se sabe de los efectos de US sobre la alergenicidad de la proteina

de chapulin y en particular con el acoplamiento con tratamientos térmicos.

Finalmente, se observa (Figura 4) una disminucion significativa de la proteina, al ser
tratados con AS, aunque entre ambos tratamientos, presentan valores similares. Estas
condiciones destacaron por presentar mas del 90 % de reduccion de TM con respecto al
control, obteniendo en el tratamiento con AS al tiempo de 30 minutos, poseer una
concentracion de 3.80 + 0.31 ng/ml.

En un estudio similar, donde se evalu6 el grado de hidrdlisis de la TM de un concentrado
de grillo (G. sigillatus) mediante el uso de calentamiento por microondas y acoplado a

hidrélisis enzimatica (3% p/p de alcalasa), mostré6 una cuantificacion de TM de <10

50



tropomiosina

ng/mL, y reportando su grado de hidrdlisis cerca del 50%. Atribuyendo al calentamiento
por microondas, la liberacién de péptidos bioactivos, y al despliegue de proteinas que
éstas a su vez, quedaron accesibles para las enzimas las cuales provocaron una

hidrolisis de los epitopos activos (Hall & Liceaga, 2020).
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Figura 4 Contenido de tropomiosina (ng/ml) de concentrado proteico de chapulin y cada
uno de los tratamientos con ultrasonido y agua subcritica. AS= agua subcritica a 20 min
y 30 min, US= ultrasonido (el primer numero representa la potencia, segundo al tiempo)
C= representa sonicado continuo, P= representa sonicado pulsado, E= Ebullicién. Los
resultados se presentan como promedio de dos réplicas + DE. Diferentes letras indican
diferencias significativas.

La TM (esta proteina alergénica presente en los insectos) se considera muy resistente al
calor, debido a su estructura conformada en espiral por alfas hélices. Estas estructuras
pueden colapsar al calentarse a temperaturas superiores a 80°C, sin embargo, si la
estructura nativa no alcanza este punto puede volver a reformarse y en consecuencia

volver a conservar su actividad alergénica (Ozawa, Watabe & Ochiai, 2011).
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Dicho lo anterior, puede complementar al hecho de porqué los tratamientos de AS,
lograron hidrolizar a la proteina a tal punto de solo ser cuantificable menos de 10 ng/ml
de TM. Esto debido a las altas presiones y temperaturas alcanzadas, junto con el medio
acido y tiempo prolongado, a tal punto de superar la barrera del reordenamiento proteico,

produciendo en gran parte solo hidrolizados.
6.9 Electroforesis en gel SDS-PAGE

Se realizé una electroforesis en gel SDS-PAGE para determinar la distribucién molecular
del concentrado proteico de la harina de chapulin y de los tratamientos con US y AS
(Figura 5).
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Figura 5 Electroforesis SDS-PAGE del concentrado proteico y los
diferentes tratamientos. (CP=concentrado proteico, US1= ultrasonido
400W/20min/C, US2=ultrasonido 400W/20min/P, US4= ultrasonido,
400W720min/P/E, E=ebullicion, AS= agua subcritica).

Se utilizé como referencia un marcador proteico de un rango de 10 a 250 kDa colocado
en el primer carril, para el segundo carril fue para el concentrado proteico, los carriles
tercero, cuarto y quinto fueron asignados para los tratamientos con US, el sexto y séptimo
fueron para el tratamiento con ebullicién y AS.
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Se puede observar una variabilidad en la distribucién de las proteinas desde 150-15 kDa
para los carriles, 3, 4 y 5, Ademas de una banda ligeramente cercana a los 36- 37 kDa,
la cual corresponde a la TM que se encuentra aun presente. En cuanto al tratamiento
con AS, se puede observar diferencias, ya que la distribucion molecular de los
fragmentos parece ser menores 25 kDa, por lo cual no se logran identificar por ser de
muy bajo peso molecular, siendo estas bandas casi ausentes. El propésito de incluir a el
AS en el mismo gel fue comparar los resultados y evidenciar la hidrdlisis de la proteina,
lo cual se refleja en la ausencia de fragmentos en el gel de electroforesis.

El uso de AS provocé degradacién de las proteinas durante el proceso, lo que resultdé en
la conversion de péptidos de muy bajo peso molecular, a su vez esto redujo la

alergenicidad (a comparacién de los tratamientos con US y ebullicion).

La falta de distincién de las bandas para los tratamientos tanto para US y AS puede
deberse los efectos de degradacion de las moléculas de TM y/o al efecto de la pequefia
cantidad de proteina que pudieron ser detectados mediante la SDS-PAGE. Otros
estudios, han complementado este hecho con la identificacion de los fragmentos de TM
con mayor precision mediante el uso de HPLC (Zhang et al., 2018).

6.10 Digestibilidad

Se analizaron las muestras para cada uno de los tratamientos de US y AS, ademas de
la muestra inicial de chapulin, control (proteina extraida), y el dulce de tamarindo
elaborado con la integracion de proteina de insecto. Los resultados de la determinacion
de la digestibilidad proteica se muestran en la Figura 6.

Se obtuvo para la muestra de chapulin (muestra inicial antes de ser extraida su proteina
TM), una digestibilidad de un 60.52 % +* 0.41. Este dato concuerda con los rangos
reportados para la orden Ortéptera, que va desde un 57 % a 91.7%, siendo valores
aproximados, éstos variando entre especie y etapa de vida del insecto (larva o adulto)
(Rodriguez-Rodriguez et al., 2022).

Posteriormente, al ser extraida la proteina de chapulin (control) existe una disminucién

en su digestibilidad cercana a un 40 %, esto puede deberse al hecho, de estar
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concentrando la proteina TM. En un estudio realizado por Liu et al. (2021), reportaron
para sus muestras proteicas una alta resistencia digestiva, lo cual sugieren para la TM
poseer una secuencia de aminoacidos termoestables o indigestibles de los cuales
demuestran ser sus epitopos lineales, éstos al ser tratados con US o altas presiones
(HTP), fueron digeridos con dificultad demostrando que la alergenicidad de estos

epitopos aun se mantenian.

Ademas, otro factor importante que puede afectar a una baja digestibilidad de las
proteinas es el efecto de la quitina, ya que ésta puede estar correlacionada de forma
negativa (Marono et al., 2015). Este polisacarido (glucosamina y N-acetilglucosamina)
no se degrada ni se absorbe por el intestino delgado, por lo tanto, puede poseer

propiedades antinutricias (Rodriguez-Rodriguez et al., 2022).

En cuanto a los tratamientos con US y ebullicion, no hubo diferencia significativa entre
ellos. Siendo un valor maximo en su digestibilidad de 52.18 % + 0.50, y para el
tratamiento con AS, se obtuvo una alta digestibilidad de un 93.06 % + 1.50. Estos valores
dependen muchas veces de las condiciones del tratamiento ya que pueden transformar
a las proteinas de distintas formas después del procesamiento.

Mutungi et al. (2017), mencionan que la formacién de enlaces disulfuro y los complejos
formados por las proteinas reducen la digestibilidad, provocando que no se encuentren
disponibles para las enzimas. Por otro lado, Chen et al. (2023), reportaron el uso de US
y HTP solos y en conjunto. Obtuvieron valores cercanos de un 60% hasta 74% de
digestibilidad de la tropomiosina, sugiriendo que los tratamientos térmicos aumentaban
en este caso significativamente la digestibilidad proteica, debido a los posibles cambios
estructurales inducidos por el calor exponiendo sus sitios de corte y aumentando los

sitios de unién de las enzimas.

Finalmente, la digestibilidad in vitro es una técnica que imita los procesos digestivos que
ocurren en los humanos o animales. Sin embargo, estos métodos no pueden del todo
simular por completo las condiciones reales de pH y temperatura del sistema digestivo,
es por eso, que suelen tener valores mas bajos que la digestibilidad in vivo obtenida con

animales (Rodriguez-Rodriguez et al., 2022)
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Tratamiento

Figura 6 Porcentaje de digestibilidad de la materia prima y de los concentrados proteicos.
AS= agua subcritica a 30 min, Chapulin= Harina de chapulin, Control= Concentrado
proteico, Dulce= Formulacién de dulce 10% de chapulin, US= Ultrasonido (El primer
namero representa la potencia, el segundo el tiempo) C= tipo de sonicado continuo, P=
tipo de sonicado pulsado, E= ebullicién. Los resultados se presentan como promedio de
dos réplicas = DE. Diferentes letras indican diferencias significativas (a=0.05) empleando
la prueba de Tukey.

6.11 Formulacion de Golosina

La formulacion que se utilizé para la elaboracion del dulce con harina de chapulin (ya
descrita en la Tabla 2) fue de acuerdo con las formulaciones tradicionales de un dulce
de tamarindo (con modificaciones) presentadas en la Tabla 5.

Turck et al., (2021) proponen a A. domesticous como un ingrediente destinado para
alimentos estandar, es decir consumido por cualquier grupo de la poblacién. Proponen
utilizar formulaciones para varios productos alimenticios y clasificandolos por jerarquias,

mostrando los niveles maximos de su uso para cada una de la clasificacion del alimento.

Nuestro dulce, entra en la clasificacion de “chocolates y similares”, declarando un uso
maximo de 10 g (g insecto/ 100 g).
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Tabla 5 Formulacion Tipica Dulce de tamarindo

Ingredientes % (m/m)
Pulpa de tamarindo 7.4
Sacarosa 29.75
Jarabe de maiz 22.28
Azucar Glas 29.75
Chile guajillo 3.3
Chile de arbol 0.4

Sal 3.7

Sorbitol 70% 0.6
Color 0.05

Sabor 0.1

Benzogto de sodio 0.07
Acido citrico 2.6
Para la formulacion, se le afadié el 10% de harina de chapulin, reduciendo pulpa de

tamarindo y azucar glass.
6.12 Analisis microbioldgico del dulce con harina de chapulin

Se realiz6 el analisis microbioldgico para el dulce de chapulin, con la finalidad de evaluar
su calidad microbiologica y para poder realizarse el analisis sensorial sin que el dulce
representara algun riesgo microbiolégico a los panelistas. Los resultados de la Tabla 6
indican que el dulce desarrollado cumple con las especificaciones establecidas en las

normas mexicanas e internacionales (equivalente a la ISO 4833)

Tabla 6 Analisis microbiolégicos Coliformes Totales, Mohos y Levaduras y Mesofilos

aerobios del dulce con la harina de chapulin.

Microorganismo Conteo para el dulce

Mesofilos aerobios <202 UFC/g

Mohos y Levaduras <10 UFC/g

Coliformes Totales Menos de un coliforme
1/10
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6.13 Analisis sensorial del producto de confiteria

El analisis sensorial se llevé a cabo con 50 panelistas no entrenados, con edades de
entre 18 a 70 anos. De los cuales, el 37 % pertenece al grupo de entre 18 a 25 anos,
seguido del 26 % para panelistas entre 31 a 40 anos, 21 % para los grupos de 26 a 30
anos y finalmente, 16 % representa a personas de entre 41 a 68 afnos. De los 50
panelistas, 40 % representa a hombres, y el 60 % a mujeres. De los participantes
encuestados, el 78 % son consumidores habituales de dulces de tamarindo, ademas el
76 % de los panelistas si pertenecen a un publico habitual de consumidores de insectos.

Los participantes calificaron las dos formulaciones, un control y el dulce de tamarindo
con chapulin, mediante una escala heddénica de 9 puntos. Se puede observar en la Figura

el

7 los resultados de la evaluacion del atributo sabor, para la muestra “chapulin”y “control”.

Para ambas formulaciones, los valores promedio dentro de la escala fueron por encima
del valor de 6 puntos, lo que es igual a “gusta mucho”, sin embargo, entre ambas
formulaciones, si existe diferencia significativa percibida por los panelistas. Esto nos
indica, que, aunque gustaron ambos dulces, el control gusté mas. No obstante,
realizando un analisis mas profundo se encontraron datos que nos brindaron mas
informacién acerca de la preferencia de los panelistas. Se separaron los resultados de
los panelistas en Hombres y Mujeres.

En la Figura 8, se observa los resultados de preferencia del atributo sabor entre las
muestras, analizando para hombres. A diferencia del andlisis inicial, se puede apreciar
para ambas muestras valores similares en su distribucién. Lo cual indica la falta de
diferencia sensorial entre las dos formulaciones. Caso contrario para las mujeres, donde

se puede observar en la Figura 9, las diferencias notables entre las dos formulaciones.
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senstam$SABOR

I I
CHAPULIN CONTROL

senstam$MUESTRA

Figura 7 Grafico de la evaluacion sensorial de las formulaciones para el dulce de
tamarindo con chapulin (CHAPULIN) y formulacién sin chapulin (CONTROL). Los
resultados se presentan como el promedio de 50 réplicas + DE.

senstamF$SABOR

I 1
CHAPULIN CONTROL

senstamFSMUESTRA

Figura 8 Grafico de la evaluacion sensorial del grupo “HOMBRES” para el atributo SABOR,
para las formulaciones de dulce de tamarindo con chapulin (CHAPULIN) y formulacién sin
chapulin (CONTROL). Los resultados se presentan como el promedio de 50 réplicas + DE.
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Dado a lo anterior, al analizar los datos de manera global a interpretar los datos por sexo,
nos mostraba resultados distintos. Por eso mismo, los demas atributos de las dos

muestras fueron analizadas por sexo: hombres y mujeres.

senstamM$SABOR

T r
CHAPULIN CONTROL

senstamMSMUESTRA

Figura 9 Grafico de la evaluacion sensorial del grupo “MUJERES” para el atributo
SABOR, para las formulaciones de dulce de tamarindo con chapulin (CHAPULIN)

y formulaciéon sin chapulin (CONTROL). Los resultados se presentan como el
promedio de 50 réplicas + DE.

Se realizé un analisis multivariado para cada uno. En la Figura 10, se tienen los gréaficos
especificos para todos los panelistas hombres, donde se evaluaron las variables de cada
muestra (atributos evaluados), dando como resultados un andlisis de componentes
principales bipolar, en el cual se obtuvo el 70.23% de la variabilidad total siendo este un

valor confiable.

En la Figura 10 B, se observan la distribucién de los individuos, agrupados por colores
rojo para las formulaciones control y azul para la formulacién con chapulin, representado
cada uno la evaluacién de cada panelista a cada muestra.

59



A PCA graph of variables B Individuals - PCA

o

L3

Dim 2 (18.67%)

° e
to é ! - Hombres muestras
‘_’ LA . . ® | CHAPULIN
> A | CONTROL

10 0.5 0.0 05 1.0 %
Dim 1 (51.56%) Dim1 (51.6%)

Figura 10 Proyecciones de los componentes principales para el grupo “HOMBRES” de
las determinaciones sensoriales. A) Proyeccion de las variables (ATRIBUTO) B),
Proyeccion de evaluacion de cada individuo por cada formulacion (CONTROL vy
CHAPULIN).

Por otro lado, observando la Figura 10 A, la dimensién uno se ve influenciado
mayoritariamente por sabor, olor, y su aceptabilidad en general. Por lo tanto, estas tres
caracteristicas pueden representar a la calidad sensorial del producto. En cuanto a la
dimension dos, se ve representado por los atributos de color y textura, estos pueden
relacionarse mas con los aspectos visuales o fisicos del producto. Si bien, éstas
caracteristicas son importantes para la evaluacién del producto, pero a menor medida

que las caracteristicas sensoriales de la primera dimension.

En este sentido, se puede observar la distribucién de datos en las dos dimensiones. El
conjunto de datos representados por “chapulin”, se ven un poco mas alejados a las
direcciones positivas de los ejes, es decir mas cercanas a lado izquierdo y al centro, las
cuales se pueden interpretar por tener en menor medida sus caracteristicas de color y
textura, y al mismo tiempo poseer valores bajos en su aceptabilidad en general, sabor y

olor.
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Por otro lado, la distribucion para “control” se encuentra con menor dispersién y
distribuidos mas cercanos al centro y lado positivo de los ejes. Los cuales se ven

influenciados por las caracteristicas de aceptabilidad en general, olor y sabor.

Sin embargo, se ve una tendencia casi homogénea entre ambos grupos por un
agrupamiento mayoritariamente hacia el centro de los ejes, es decir los hombres

otorgaron calificaciones mas neutrales a ambos productos.

Ahora, evaluando los datos para el grupo de panelistas mujeres. Se obtuvo lo siguientes
dos graficos observados en la Figura 11, donde se evaluaron las variables de cada
muestra (atributos evaluados) asi como su distribucion por individuos, dando como
resultados un analisis de componentes principales bipolar, en el cual se obtuvo el 79.09%

de la variabilidad total siendo este un valor confiable.

Para la Figura 11 B, se sigui6 el mismo orden de agrupamiento, individuos que evaluaron

la formulacién “control” de color rojo y evaluacion de formulacién “chapulin” de color azul.
A PCA graph of variables B Individuals - PCA
/ ' ,.
\ = . t e A, |
PR i ':‘"'""'""'""""."""'""'""'?""E"'":].','"':'i':"""""""" Mu;eresmuestras

---------------------------------------------- ) < i : oo ® | CHAPULIN

H — o .

! EPGRAL> E 5 4 A | CONTROL
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, : > 0 2
Dim 1 (60.35%) Dim1 (60.3%)

Figura 11 Proyecciones de los componentes principales para el grupo “MUJERES” de
las determinaciones sensoriales, A) Proyeccién de las variables (ATRIBUTO) B)
Proyeccion de evaluacion de cada individuo por cada formulacion (CONTROL vy
CHAPULIN).
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Se puede observar, para el primer grupo “control” una clara tendencia a distribuirse muy
cercano al centro y ligeramente hacia el lado derecho. Caso contrario para el segundo
grupo, donde se observan mayoritariamente distribuidos hacia el lado negativo y con una
mayor dispersion. Por lo cual ambos grupos “chapulin” y “control” se ven diferenciadas
en su distribucion a pesar del ligero solapamiento. Para el PCA de variables (Figura 11
A), ladimensién 1, se ve correlacionada por los atributos de olor aceptabilidad en general,
textura y sabor, lo cual se podria decir que estos 4 atributos para las mujeres representan
las caracteristicas importantes para la calidad sensorial del producto. En cuanto al color,
se observa mayoritariamente correlacionado con la dimensién dos, dejando a este

atributo como el Unico para su evaluacion visual o fisica, caso contrario a los hombres.

Es decir, la mayoria de las mujeres agruparon a las muestras de “chapulin” mas alejadas
a los atributos sensoriales, ya que su distribucion se encuentra con mayor dispersion y
mas alejada de los ejes positivos, caso contrario a la muestra control. Siendo asi que las
mujeres otorgaron mayores calificaciones a la formulacién control, rechazando en mayor

medida a la formulacién con chapulin.
6.14 Analisis nutrimental del producto

A partir de los resultados anteriores, se prosigui6é a evaluar el contenido nutrimental del
producto con la inclusién de harina de chapulin al 10%, mediante analisis bromatolégicos
seguidos por las NOM-086-SSA1-1994 (Bienes y servicios, Alimentos y bebidas no
alcohdlicas en su composicidon. Especificaciones nutrimentales) y de la NOM-051-2010
(Especificaciones generales de etiquetado para alimentos y bebidas no alcohdlicas).

Segun el manual de etiquetado de las modificaciones de la NOM-051, se desea
identificar de manera practica los requisitos comerciales y sanitarios con el sistema de
etiquetado frontal que deben presentar los alimentos y bebidas no alcohdlicas que se

comercializan en México.

Los resultados nutrimentales se muestran en la Tabla 7, en la parte de arriba, para el
dulce de chapulin, se puede observar el alto contenido de kcal que aporta cada 100 g de
producto. Sin embargo, comparando con el contenido nutrimental de un dulce de
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tamarindo comercial, se puede observar, que ambos poseen cantidades similares de
calorias. Pero a diferencia del producto comercial, el dulce de chapulin, su aporte calérico
no depende unicamente de la cantidad de azucares anadidos, dado que, el dulce de
chapulin aporta 9.81 g de proteina las cuales éstas aportan por cada 100 g /39 kcal.
Como se ha mencionado anteriormente, las proteinas de insectos son consideradas
proteinas de buena calidad. Algunas investigaciones afirman que los insectos por su alto
contenido de proteina pueden satisfacer el nivel de aminoacidos esenciales

recomendados por la FAO (Zielinka et al., 2015).

Ademas, de ser un dulce que aporta proteina aporta fibra y lipidos (el cual aporta 12 kcal)
y fibra, los cuales estan representados en su mayoria por de acidos grasos insaturados
(67-75%) lo cual puede convertirlos en una fuente de aceite de alta calidad (lbarra-
Herrera et al., 2020).

Dado lo anterior, nuestro producto de confiteria debe tener 3 sellos (Figura 12).

EXCESO EXCESO EXCESO
CALORIAS SODIO AZUCARES

Figura 12 Dulce de tamarindo con la inclusién
de 10% de proteina de chapulin, con 3 sellos
segun la NOM-051.
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Siguiendo los lineamientos de la NOM-086 y la NOM-051. Se usara la leyenda de
“EXCESO DE CALORIAS” si por cada 100 gramos de producto se aporta 2275 kcal
totales, en segunda se utilizara “EXCESO DE AZUCARES” cuando el producto por cada
100 g, el 210% total de energia proviene de los azucares libres, y finalmente, se debe
utilizar “EXCESO DE SODIO”, cuando por cada 100 g de producto provengan = 300 mg
de sodio.

Tabla 7 Declaracion Nutrimental. Parte de arriba, formulacion de

dulce de tamarindo con la inclusién del 10% de proteina de

chapulin. Tabla de abajo, formulacion de un dulce comercial
“Pulparindo”.

DULCE DE CHAPULIN
DECLARACION NUTRIMENTAL
por 100 g por porcion 9.5 g
393.87 (kcal) 37. 42 (kcal)
(1672.36 kJ) (158.87 kJ)

Contenido energético kd (kcal)

Proteinas 9.8 0.9
Grasas TOTALES (lipidos) 1.3 0.1
Carbohidratos (Hidratos de 858 8.1
carbono)
Azlcares anadidos 31.9 g 3.0
Fibra dietética 8.3 0.8
Sodio 2160 mg 205 mg

DULCE "PULPARINDO"
DECLARACION NUTRIMENTAL
por 100 g por porcion 9.5 g
346 (kcal) 3. 46 (kcal)

Contenido energético kd (kcal)

(1 469 kJ) (147 kJ)
Proteinas 1.0 0.1
Grasas TOTALES (lipidos) 0.0 0.0
Carbohidratos (Hidratos de 85.0 8.1
carbono)
Azlcares anadidos 74.0 g 7.0
Fibra dietética 4.9 0.5
Sodio 858 mg 86 mg
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6.15 Analisis vida de anaquel del dulce con harina de chapulin

Para el analisis de vida de anaquel, las muestras del dulce de tamarindo con harina de
chapulin se almacenaron a temperatura ambiente (23°C) durante dos meses,
empacados en bolsas de polipropileno y conservadas en un lugar seco y lejos de la luz
solar. Los parametros fisicoquimicos evaluados fueron: pH, Aw, humedad y &cidos
grasos libres.

Es importante mencionar que el procesamiento de alimentos mejora la calidad sensorial
como lo es en los cambios de textura o sabor, la reduccion de microorganismos o
inactivacion de enzimas y pueden aumentar la vida Gtil de los productos. Sin embargo,
también se pueden inducir procesos como la protedlisis, la oxidaciéon de lipidos y

reacciones de Maillard (Melgar-Lalanne et al., 2019).

La oxidacién lipidica producida por los diferentes procesos de alimentos, afectan
negativamente a la calidad de las grasas o incluso la disponibilidad de éstas (Melgar-
Lalanne et al., 2019), debido a lo anterior y por el hecho de que nuestro producto presenta
un porcentaje considerable de grasas, se decidié este pardmetro como un factor quimico
deteriorativo del dulce para la determinacion de la vida de anaquel. En la Figura 13 se
observa la regresién cuadratica para la determinacion de acidos grasos libres a través
del tiempo. Para su determinacién se sigui6 el procedimiento de la NMX-F-101.SCFI-
2012, donde la expresidén de resultados se calcul6 como acido oleico y expresado en
término de valor acido o indice de acidez (mg de KOH necesarios para neutralizar 1 g de

aceite).

El modelo muestra una tendencia de valores crecientes en el indice de acidez del dulce
a lo largo del tiempo. Se puede observar el incremento de sus valores de 10 % a un 15
% desde el tiempo cero a la semana dos, después de este periodo el aumento de los
acidos grasos libres (AGL) continud, pero de forma gradual alcanzando un 20% en la
semana seis finalizando por un comportamiento casi estable. Aunque el modelo presenta
un buen ajuste de la (R?), el nimero limitado de datos no nos permite afirmar con certeza

que el tiempo esté correlacionado de manera significativa con el incremento de los AGL.
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Por otro lado, se determin6 como aspecto fisico la pérdida o ganancia de agua, las cuales
se analizaron por las mediciones de humedad y su Aw. Se realizé una cinética de
humedad para el dulce, el cual se obtuvo la grafica mostrada en la Figura 14, donde se
observa de forma logaritmica la pérdida de humedad a través del tiempo. Se muestra
para las primeras semanas un notable descenso en la humedad que va desde un 8 % a
un 5 % de humedad, lo cual indica que no hay una linealidad conforme avanza el tiempo.
Pasado la semana 4, se observa un descenso casi estable en su humedad, rondando en
los valores de un 4% de humedad. Se puede decir, que el tiempo si influye en la pérdida

de humedad para este caso.

Regresion para AGL% del dulce de tamarindo con harina de insecto

20

Indice de acidez %
15

10

T T T T T
0 1 2 3 4 ] 6

Tiempo

Figura 13 Regresion lineal para el porcentaje de AGL, representados por el indice
de acidez, en el dulce de tamarindo con harina de insecto a lo largo del tiempo.

Considerando un alimento con humedad, almacenado a una temperatura determinada y
en un recipiente cerrado herméticamente, al cabo de un tiempo, su presién de vapor
provocarda una transferencia de moléculas de agua y el empaque mantendra una
humedad relativa constante. Dicha humedad estara en funcién del grado de interaccién
de los solutos con el agua, por consiguiente, la humedad relativa del medio vs el
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contenido de agua del producto a una temperatura determinada, el resultado sera una
deshidratacion del sélido (Salvador Dergal, 2020).

Ademas, se determiné la humedad de un producto comercial “pulparindo”, éste se
encontraba disponible a la venta, en condiciones similares a nuestro producto. El
resultado, como se muestra en la Figura 14, es de un valor cercano a un 5.73 % de
humedad del producto. Lo cual, comparando con nuestro dulce de chapulin, se podria
decir a falta de un analisis sensorial que nuestro producto puede ser aceptado por el
consumidor hasta la semana 4. Por lo tanto, a partir de esa semana existiria un rechazo
por parte de los consumidores. Aunque los andlisis instrumentales son utiles para el
monitoreo de la calidad del alimento durante el almacenamiento, el analisis sensorial
puede ser en ciertos casos una mejor opcidn, ya que muchas veces estos cambios solo
pueden ser detectados por los consumidores.

La medicién de la actividad de agua es un factor que puede considerarse como un
indicador de deterioro que puede afectar varios aspectos como el fisico. La Figura 15,
muestra el valor de actividad de agua a lo largo del almacenamiento, el cual se mantuvo

casi constante, oscilando entre los valores 0.50 y 0.58.

La Figura 15 senala la Zona Il de un gréfico teérico de actividad de agua versus el tiempo
de almacenamiento, en esta zona se sefiala el agua “ligada” a la superficie sélida del
alimento (proteinas, carbohidratos, azucares libres y minerales principalmente) por lo
cual no se encuentra disponible para el crecimiento de los microorganismos. Solo la
actividad de agua del alimento seria capaz de proporcionar cambios y con ella poder
predecir la estabilidad y vida util del producto, y no por su contenido de agua (Salvador
Dergal, 2020)

67



Cinética de humedad del dulce de tamarindo con harina de insecto
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Figura 14 Cinética de humedad del dulce de tamarindo con harina de insecto a lo
largo del tiempo.
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Figura 15 Evolucién de la actividad de agua (Aw) en funcion del tiempo. Relacion entre
la Oxidacion de grasas y Riesgo microbiolégico. Linea naranja representa la
Oxidacion lipidica, linea azul claro representa el riesgo microbioldgico a partir de los
valores de 0.7 Aw (Salvador Dergal, 2006, Quimica de los alimentos, 4.2 ed)
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7.Conclusiones

1. La harina de chapulin S. purpurascens posee un alto contenido de proteina (61.13
%) y se aumenta el contenido de proteina (67.43 %) gracias al proceso de
extraccion alcalina que purificd y concentrd a las proteinas.

2. Los tratamientos del concentrado proteico con Agua Subcritica mejoran sus
propiedades tecnofuncionales, particularmente en la capacidad de formacion
espumante, emulsificante y en su solubilidad, aunque, tuvieron baja retencién de
agua y de aceite.

3. Por el contrario, los tratamientos con Ultrasonido no mostraron mejoras en las
propiedades tecnofuncionales del concentrado proteico comparados con las
muestras control y la harina de chapulin. Sin embargo, se caracterizé por una
mejor retencidn de aceite, el cual se sugiere ser utiles para mejorar texturas en
productos alimenticios.

4. Los tratamientos con Agua subcritica lograron una reduccion significativa en la
concentracion de la tropomiosina (90%) destacando a esta tecnologia como
efectiva para reducir el contenido de proteinas alergénicas debido a su facilidad
para hidrolizar éstas.

5. Los tratamientos de Ultrasonido, a pesar de reducir el contenido de tropomiosina
(cerca del 27.5 %), no mostré ser tan efectivo, tanto solo ni en combinacién con el
tratamiento térmico (ebullicion).

6. La integracion de la harina de chapulin a la formulacion del dulce de tamarindo en
general gustd segun la evaluacion sensorial, sin embargo, el dulce control recibié
calificaciones mas altas. Siendo las mujeres las que calificaron con mayor rechazo
hacia el producto de chapulin.

7. Eldulce de chapulin se destacd por su alto contenido proteico y su aporte lipidico,
los cuales son beneficiosos para la salud. Sin embargo, muestra un alto contenido
caldrico por cada 100 g de muestra, y su empaque debe mostrar tres sellos de
exceso de calorias, de azucares anadidos y de sodio.

8. La vida de anaquel del dulce de chapulin mostré un aumento gradual en el indice
de acidez (10 %) durante el almacenamiento, aunque este no fue significativo
debido a la cantidad minima de datos. Por otro lado, la humedad del dulce
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disminuyé casi un 32 %, con respecto a su valor inicial, siendo significativo durante

las primeras semanas,
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ANEXOS
Anexo 1

Documento de consentimiento informado para el analisis sensorial de dulce a base
de pulpa de tamarindo adicionado con proteina de Chapulin de milpa.

Titulo del proyecto: “Efecto del tratamiento de ultrasonido de alta intensidad, sobre un
concentrado proteico del chapulin de milpa (Sphenarium purpurascens), en la
fragmentacion de la tropomiosina y en sus caracteristicas tecnofuncionales”

Investigador responsable: Dr. Eduardo Castafo Tostado
Nombre del evaluador: IBP. Nayeli del Carmen Mendoza Medina

Se les hace la invitacion formal de formar parte de esta investigacion actuando como
panelista en el analisis sensorial de un producto de confiteria a base de pulpa de
tamarindo adicionado con proteina de chapulin de milpa (Sphenarium purpurascens).

Este consentimiento informado se dirige a hombres y mujeres invitados a participar en la
investigacion de la evaluacién de la aceptabilidad de una golosina a base de pulpa de
tamarindo adicionada con proteina de chapulin. El chapulin de milpa Sphenarium
purpurascens se secé y molido para obtener un polvo que se sometié a ultrasonido con
la finalidad de disminuir el contenido de tropomiosina que es una proteina que puede
causar alergia a personas con sensibilidad a crustaceos, si es su caso le pedimos no
participar. Es importante recalcar que la golosina a evaluar no representa riesgo
microbioldgico. En cuanto al producto elaborado, se trata de un dulce de tamarindo, con
chile en polvo y adicionado con polvo de S. purpurascens. La actividad es solamente de
tipo experimental, confidencial y de caracter voluntario, por lo que, si desea retirarse de
esta actividad, puede hacerlo en cualquier momento, aun durante la evaluacién.

Se le invita a leer todo el documento, en dado caso de que usted no comprenda algun
concepto, siéntase libre de hacer cualquier tipo de pregunta a algiin miembro del equipo
de investigacion.

Justificacion del estudio:

La inclusion de insectos en la dieta puede tener un impacto positivo en la nutricién y la
seguridad alimentaria, en especial en las zonas de acceso limitado a alimentos. Es por
ello, que la cria y domesticacion de insectos como fuente de alimento (animal y humano)
puede ser una estrategia prometedora para mejorar la seguridad alimentaria.

Se desea obtener un ingrediente alimentario seguro y de mayor aceptabilidad; a partir de
un polvo a partir de S. purpurascens para su integracién en una formulacién de dulce
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tipico a base de pulpa de tamarindo, evaluando asi, su aceptabilidad sensorial y la vida
anaquel del producto final.

Objetivo de la investigacion: Obtener un polvo de S. purpurascens que conserve sus
propiedades fisicoquimicas y calidad nutrimental para su inclusién en un producto de
confiteria.

Objetivo del estudio: Determinar la aceptabilidad de un dulce de tamarindo con
diferentes porcentajes de adicién de polvo (proteina) de chapulin.

Procedimiento del estudio:

Los criterios de seleccidén para los panelistas de este estudio engloban personas con
edades de entre 18 a 80 afos, que sean consumidores habituales de dulces de tamarindo
y que no presenten alergias a crustaceos u otros ingredientes derivados a la formulacion
de la golosina con los siguientes ingredientes utilizados durante la elaboracién del
producto: Pulpa de tamarindo, Proteina de chapulin, Azucar glas, Mezcla de chiles
(guajillo y arbol), Grenetina, Acido citrico y Sal.

Si usted cumple con los requisitos para participar en este estudio y acepta participar
voluntariamente se aplicara la siguiente evaluacién sensorial.

Evaluacion organoléptica.

Se le proporcionaran 4 muestras de golosinas de tamarindo, las cuales usted calificara
de acuerdo con los atributos mencionados.

1) Se presentara las muestras codificadas con niumeros aleatorios junto con una hoja
de evaluacién.

2) Se le pide que pruebe cada una de las muestras en el orden que se le presentan,
enjuagando con agua potable entre cada muestra, con el fin de limpiar su paladar.

3) Una vez realizada su evaluacién se le pedira llenar la hoja de evaluacion
otorgando una calificacion a las caracteristicas de color, sabor, textura y
aceptabilidad general. Se utilizara una escala heddnica de nueve puntos, donde 1
se considera “Me disgusta extremadamente” y 9 “Me gusta extremadamente”.

Duracion del estudio: El estudio tendra una duracién de 30 minutos como maximo.
Riesgos asociados con el estudio:

Se le garantiza que los alimentos que usted va a ingerir son inocuos
microbiolégicamente; asegurando su calidad microbiolégica mediante los analisis que
marca las Normas Oficiales Mexicanas. Sin embargo, el riesgo de alergia por algunos de
sus componentes del insecto puede existir, en dado caso que usted presente alergia o
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sensibilidad a los mariscos o0 sospeche de algun efecto adverso, le recomendamos
desista de participar en este estudio.

Aclaraciones:

l.
1.
1.
V.
V.

VI.

VII.

VIII.

La decision de participar en este estudio es completamente voluntaria.

No recibird ningun apoyo econémico por su participacion.

Puede solicitar la informacion que desee antes, durante y al finalizar el estudio.
Puede tomar la decisidon de retirarse del estudio en el momento que lo desee,
esta sera respetada.

No habra ninguna consecuencia para usted si decide no participar en el
estudio.

La informacidn recabada en este estudio sera utilizada para realizar analisis
estadisticos. Y los datos de caracter personal que se lleguen a recolectar se
mantendra en estricta confidencialidad por el grupo a cargo de la investigacion.
La informacion proporcionada en este consentimiento informado ha sido
revisada y aprobada por el comité de bioética de la Facultad de Quimica de la
Universidad Autbnoma de Querétaro.

Se hace de su consentimiento que existe disponibilidad de tratamiento médico
en la clinica de atencion médica FarmaUAQ, solamente en caso de sufrir
danos directamente causados por la investigacion.

Se le garantiza que usted recibird respuesta a cualquier pregunta, duda o
aclaracion de los procedimientos, riesgos, beneficios u otros asuntos
relacionados con el presente estudio. Incluyendo la evidencia de la inocuidad
del producto evaluado.

Cualquier duda o aclaracién sobre sus derechos como participante o reporte de alguna

irregularidad durante el estudio, contactarse favor a través de:

IBP. Nayeli del Carmen Mendoza Medina

Investigador evaluador
Correo electronico: nayelicmm@agmail.com
Celular: 444 20 49 805

Dr. Eduardo Castano Tostado

Investigador responsable
Correo electrénico: ecastano@uag.mx
Teléfono: 442 1921200 Ext 5578

Dra. Iza Fernanda Pérez Ramirez

Presidenta de la Comision de Bioética
Facultad de Quimica de la UAQ.
Correo electronico: iza.perez@uaqg.mx
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Anexo 2

Consentimiento informado

Yo declaro que he sido invitado y deseo participar en el presente

estudio sensorial de productos de confiteria adicionados con proteina de chapulin como
parte de la investigacidn titulada “Efecto del tratamiento de ultrasonido de alta
intensidad, sobre un concentrado proteico del chapulin de milpa (Sphenarium
purpurascens), en la fragmentacion de la tropomiosina y en sus caracteristicas
tecnofuncionales”

He sido informado de los posibles riesgos asociados y me ha sido prevenido, asi como
he sido informado de la no remuneracién por mi participacion.

Al mismo tiempo, se me ha informado y proporcionado informacién de la investigacion,
ademas de contacto de los investigadores responsables.

Por lo cual, considero voluntariamente a participar en la investigacion como panelista y

entiendo que tengo derecho de retirarme de la investigaciéon en cualquier momento.

Nombre y Firma del participante

Nombre y Firma del Investigador

Nombre y Firma del Testigo 1 Nombre y Firma del Testigo 2

Fecha de participacion:

Anexo 3

Carta revocacion del consentimiento informado
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Por este conducto, yo deseo informar mi decisién de retirarme

de participar en el proyecto de investigacion titulado:

“Efecto del tratamiento de ultrasonido de alta intensidad, sobre un concentrado
proteico del chapulin de milpa (Sphenarium purpurascens), en la fragmentacion de
la tropomiosina y en sus caracteristicas tecnofuncionales”

Por las siguientes razones (Puede dejarlo en blanco si no es de su interés mencionar las

razones):

Si el paciente lo desea, podra solicitar que le sea entregada toda la informacién que se
le haya recabado sobre el / ella con motivo de su participacién en el proyecto de

investigacion.

Nombre y Firma del participante

Nombre y Firma del Investigador

Nombre y Firma del Testigo 1 Nombre y Firma del Testigo 2

Fecha de participacion:
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Anexo 4

EVALUACION SENSORIAL DE DULCE DE TAMARINDO INCORPORADO CON PROTEINA DE
CHAPULIN

EDAD FECHA
SEXO

POR FAVOR MARQUE CON UNA X LA RESPUESTA A LAS SIGUIENTES PREGUNTAS

¢(ES CONSUMIDOR HABITUAL DE DULCES DE TAMARINDO? SI
NO

¢HA CONSUMIDO INSECTOS CON ATERIORIDAD? Si
NO

INTRODUCCION
1) Se presenta ante usted 2 muestras de dulces de tamarindo, cada una codificada
2) 2) probar cada una de las muestras, posteriormente dando un enjuague con agua y galletas
entre cada muestra diferente.
3) Llenar la seleccién de evaluacion, considerando los atributos mencionados.
4) SABOR, OLOR, COLOR, TEXTURA'Y ACEPTABILIDAD EN GENERAL.
5) Calificar, del 1 al 9 para cada uno de los atributos

1 No me gusta extremadamente
2 No me gusta mucho
3 No me gusta moderadamente
4 No me gusta levemente
5 Ni me gusta Ni me disgusta
6 Me gusta levemente
7 Me gusta moderadamente
8 Me gusta mucho
9 Me gusta extremadamente
Cédigo muestra Cdbdigo muestra
Atributo | Calificacion (1-9) Atributo | Calificacion (1-9)
Sabor Sabor
Color Color
Olor Olor
Textura Textura
Aceptabilidad Aceptabilidad
en general en general

Comentarios:
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Anexo 5

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

gy, T 12 FACULTAD DE QUIMICA
la}. , © MAESTRIA EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE
N4 LOS ALIMENTOS

~$R555 -

El Posgrado de la Facultad de Quimica te invita a
participar en el andlisis sensorial de :

Evaluacion sensorial de un
producto de confiteria
adicionado con proteina de
ChOpullh Requisitos:
Edad de 18 a 80 anos, ser consumidor habitual de

dulces de tamarindo (picoso) y no presentar alergia a
crustdceos u otro ingrediente de la formulacion.

14 de Mayo 2024.10:00 am a 14:00 pm
Laboratorio de andlisis sensorial (piso 2),
Edificio Biotecnologico

Universidad Autonoma de Querétaro

iPandicipou como poelistn

Informacién de contacto: Estudio aprobado por el Comité de

IBP. Nayeli Mendoza Medina B liecmpadelnastaiciny
Cel: 144 20 49 805 osgrado de la Facuita e QLuimica
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