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Resumen

Los insectos han ganado atencion como una via sustentable de alimentacion y
fuente de compuestos bioactivos, como los péptidos. Los hidrolizados de insectos
han sido generados por procesos enzimaticos o fermentaciones; sin embargo, estos
pueden resultar largos, costosos y contaminantes. Ante esto, el agua subcritica (AS)
se ha proyectado como una alternativa sustentable para la hidrdlisis, donde el
estudio de hidrolisis por AS modificada, en particular para la modulacién diferencial
en la obtencion de péptidos resulta relevante. Este proyecto tuvo como objetivo
evaluar el uso de bicarbonato de sodio y acido citrico (AC) en la hidrélisis de un
concentrado proteico de Sphenarium purpurascens mediante AS. Se emple6 un
disefo factorial 23 (temperatura, presién y concentracién de modificador), evaluando
el grado de hidrélisis (GH) y las actividades antioxidante y antihipertensiva. Se
identific6 un tratamiento de AC (130°C/20MPa/1M) como el mejor, con GH de
39+0.98% e ICso0 de 4.06+0.25, 0.330+0.03 y 0.148+0.016 mg/ml para ABTS, DPPH
e inhibicidbn de la ECA, respectivamente. Este tratamiento se selecciond para
estudiar su cinética de hidrolisis. Los resultados muestran que el uso de AC mejoré
el GH 3 veces al final de la reaccién comparado con un tratamiento sin modificador,
asi como, la mayor proporcién de los efectos de hidrélisis se dan en algun punto de
la rampa de presion-calentamiento hacia la condicién nominal, pues al llegar a ésta,
se observan los mayores efectos. Se observé efectividad para hidrolizar la quitina
presente en el exoesqueleto, disminuyendo su concentracion hasta en un 66%. Es
importante mencionar, que el uso de AC tuvo un efecto en la disminucién de
aminodcidos (principalmente los esenciales) desde los primeros instantes del
tratamiento, lo que muestra la severidad del tratamiento. De los datos obtenidos se
puede confirmar la efectividad y modulacién que puede mostrar el uso adecuado de
modificadores en tratamientos de hidrélisis por AS, pues se pueden reducir tiempos
o temperaturas de tratamiento para la obtencion de resultados similares, y su
comparacién con tratamientos enzimaticos permite resaltar mejores tiempos, su
capacidad de hidrolizar materiales complejos, aunque sin el nivel de especificidad
de estos. Con estos resultados, es posible abrir multiples posibilidades que los
insectos tienen para nuestra industria agroalimentaria.

Palabras clave: Insectos comestibles, péptidos bioactivos, proteinas de insectos,
Sphenarium purpurascens, agua subcritica



ABSTRACT

Insects have gained attention as a sustainable food way and bioactive compounds
source, such as peptides. Insect hydrolysates have been obtained by enzymatic
processes or fermentations; however, these can result in long times, costly and
polluting. Given this, subcritical water (SW) has been projected as a sustainable
alternative for hydrolysis, where the study of protein hydrolysis by modified SW, for
the differential modulation in the release of peptides, is relevant. This project aimed
to evaluate the use of sodium bicarbonate and citric acid (CA) in the hydrolysis of a
Sphenarium purpurascens protein concentrate. A 23 factorial design was used
(temperature, pressure and modifier concentration), evaluating the degree of
hydrolysis (DH) and the antioxidant and antihypertensive activities. An CA treatment
(130°C/20MPa/1M) was identified as the best, with DH of 39+0.98% and IC50 of
4.06%0.25, 0.330£0.03 and 0.148x0.016 mg/ml for ABTS, DPPH and inhibition of the
ACE, respectively. This treatment was selected to study its hydrolysis kinetics. The
results show that the use of CA improved the DH in 3-fold at the end of the reaction
compared to a treatment without modifier, as well as, the greatest proportion of the
hydrolysis effects occur at some point of the pressure-heating ramp towards the
nominal condition, since upon reaching this, the greatest effects are observed. The
effectiveness for hydrolyzing the chitin present in the exoskeleton was
demonstrated, reducing its concentration by up to 66%. It is important to mention
that the use of CA had an effect on the decrease in amino acids (mainly the essential
ones) at the first moments of the treatment, which shows the severity of the
treatment. From the data obtained, it is possible to confirm the effectiveness and
modulation that the appropriate use of modifiers can show in hydrolysis treatments
by SW, since treatment times or temperatures can be reduced to obtain similar
results, and its comparison with enzymatic treatments allows us to highlight better
times, its ability to hydrolyze complex materials, although without the level of
specificity of these. With these results, it is possible to open up multiple possibilities
that insects have for our agri-food industry.

Keywords: Edible insects, bioactive peptides, subcritical water, Sphenarium
purpurascens, insect protein
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1. Introduccién

Actualmente se tienen identificadas alrededor de 2,000 especies de insectos
comestibles en el mundo (Figura 1), de los cuales se estiman cerca de 2,000
millones de consumidores habituales, con mayor proporcidn en paises posicionados
en los tropicos, como India, Tailandia, China o México. El consumo de los insectos
puede darse en distintas etapas de desarrollo dependiendo de la especie, pudiendo

ser consumidos huevos y larvas, asi como, pupas, ninfas y etapas adultas.
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Figura 1. Namero de especies de insectos comestibles por pais. (Jongema, 2017)

México es uno de los paises con mayor cultura de consumo de insectos o
entomofagia y el primero en la cantidad de especies comestibles, con mas de 500
identificadas. Dentro de los insectos mayormente consumidos y que cuenta con mas
popularidad en el pais se encuentran los escamoles (Liometopum apicutalum),
hormigas chicatanas (Atta mexicana, texana y cephalotes), chinicuiles (Comadia
redtenbacheri), los gusanos de maguey (Aegiale hesperiaris) y el chapulin de la
milpa (Sphenarium purpurascens). Siendo este ultimo el insecto de mayor consumo
de entre ellos.

La distribucion de Sphenarium purpurascens abarca estados como Oaxaca,
Pueblay el estado de México, recolectados de manera informal en campos de alfalfa



y maiz principalmente, donde en ciertas partes son considerados como una plaga.
En su contenido nutricional destacan su aporte de proteinas, hasta un 70 % de su
peso en seco, con presencia de todos los aminoacidos esenciales y rico en

aminod&cidos como fenilalanina, leucina, acido aspartico, glutamina y glicina.

En la ultima década, la comunidad cientifica internacional ha puesto especial
atencion a los insectos comestibles, como alternativa a la solucion de los problemas
asociados a la alimentacion y en la identificacion de compuestos bioactivos para la
prevencidn de algunos padecimientos. El interés ha sido fundamentado por algunas
de las caracteristicas intrinsecas que estos presentan, como el aprovechamiento de
recursos en su produccion, su rapida tasa de crecimiento, su tasa de conversién de
alimento y los diversos aportes nutrimentales que estos mantienen entre las

diferentes especies y estados de crecimiento.

Aunado a esto, se han asociado algunas actividades biolégicas a algunos
compuestos presentes en ellos como la quitina, polifenoles, acidos grasos
insaturados y péptidos bioactivos, estos ultimos, son los que mayor interés han
generado, pues se les han asociado distintas actividades como antioxidantes,

antihipertensivas, hipoglucemiantes, antimicrobianos y antiinflamatorios.

Si bien el origen o la obtencién de péptidos a partir de otras fuentes ya ha sido
ampliamente estudiada, han sido las caracteristicas presentes en los insectos
comestibles anteriormente descritas, lo que ha originado el interés en obtenerlos a
partir de ellos. Los métodos usualmente empleados para la generacion de péptidos
han sido hidrdlisis quimicas acida o basica, fermentaciones, hidrdlisis enzimatica e
hidrélisis asistida con tecnologias emergentes, como microondas o ultrasonido. Sin
embargo, se trata de procesos prolongados, hacen uso de distintos solventes y se
generan considerables cantidades de efluentes.

Recientemente, el empleo de la tecnologia de fluidos supercriticos ha tomado
relevancia para la hidrélisis de distintas materias organicas. Esta tecnologia se basa
en el sometimiento a condiciones de presidn y temperatura a un fluido como el COz2
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o el agua, hasta alcanzar su punto critico, generando asi un estado hibrido con
propiedades entre los de su estado liquido y gaseoso. El empleo de agua subcritica
se ha propuesto como una alternativa para la hidrélisis de proteinas para la
obtencién de péptidos, dadas las caracteristicas fisicoquimicas de este fluido en
este rango y el grado de control de los factores que esta tecnologia ofrece. Si bien
el uso de esta tecnologia para la generacion de hidrolizados y péptidos bioactivos
ha sido explorado en arnos recientes, resulta importante el profundizar en los
mecanismos y efectos que su aplicacion provoca, con énfasis en el entendimiento
del uso de compuestos denominados como modificadores y para la generacion de
alternativas en el aprovechamiento de insectos comestibles mexicanos como el
chapulin Sphenarium purpurascens. Es por ello que el objetivo de este trabajo es el
estudiar los efectos del uso de modificadores como el acido citrico y el bicarbonato
de sodio en la hidrélisis por agua subcritica en un concentrado proteico de
Sphenarium purpurascens.



2. MARCO TEORICO

2.1 Insectos comestibles

Una de las principales caracteristicas por las que los insectos han cobrado
interés ante la comunidad cientifica y mundial, es debido a sus aportes nutricionales,
aportes que tienen gran variabilidad dependiendo del estado de desarrollo de éstos,
desde larvas, huevos o pupas, como ninfas o adultos, como del orden o especie a
la cual pertenezcan (Figura 2) (Rumpold & Schliter, 2013). La mayoria de los
insectos comestibles proporcionan la energia y proteinas recomendadas para la
dieta humana, ademas de cumplir con los requerimientos de aminodcidos
esenciales. Asi mismo, los insectos cuentan en su composicidn, acidos grasos
mono y poliinsaturados principalmente; son ricos en oligoelementos como cobre,
hierro, magnesio, manganeso, fésforo, selenio y zinc, y de vitaminas como
riboflavina, acido pantoténico, biotina y &cido félico en algunos casos (Baiano, 2020;
Imathiu, 2020; Jantzen da Silva Lucas et al., 2020; Koufimska & Adamkova, 2016).

B
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Figura 2. Contenido nutrlclonal promedlo (% base seca) de insectos comestlbles categorizada por

&

Contenido promedio [%] (base seca)
=

orden (Rumpold & Schiiter, 2013). n: nimero de muestras de insectos obtenidas de la literatura; ELN:
Extracto Libre de Nitrogeno. Ordenes de insectos: Blattodea (cucarachas), Coleopteros
(escarabajos, larvas), Diptera (moscas), Hemiptera (insectos verdaderos), himenopteros (hormigas,
abejas, avispas), Isoptera (termitas), lepidopteros (mariposas, polillas), Odonatos (libélulas,

caballitos del diablo), Ortépteros (saltamontes, grillos, langostas).
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El aporte energético de los insectos se encuentra en un rango de las 293 kcal
a las 762 kcal por cada 100 gramos en peso fresco. En cuanto al contenido de
proteinas, este varia dependiendo de la especie de insecto y/o de la etapa de
desarrollo en el cual se encuentre, en un intervalo que va de un 18 % llegando hasta
un 77 % en base seca (Ramos-Elorduy, 2008). Ramos-Elorduy et al., (1997) reporta
el andlisis de 87 especies de insectos del estado de Oaxaca, donde ademas del
contenido proteico, analizaron el grado de digestibilidad proteica (caracteristica que
evallua el grado de asimilaciéon de las proteinas consumidas), reportando un alto
valor de digestibilidad, entre 76 % a un 96 %, valores ligeramente menores al de
algunas proteinas de origen animal como el huevo (95 %) o proteina de origen
vacuno (96 %), siendo mayor que la de muchas proteinas de origen vegetal.
Aunado a su alta digestibilidad, los insectos presentan aminoacidos esenciales que
las proteinas vegetales no contienen, como la fenilalanina, triptéfano, lisina o
treonina, posicionandolos como una mejor fuente proteica que los vegetales
(Rumpold & Schliter, 2013).

Los insectos presentan un contenido de lipidos que va de un 10 % hasta 60
%, la variacion de la cantidad si bien depende de la especie, una concentracion mas
alta comunmente es encontrada en etapas tempranas de desarrollo, es decir,
estados larvarios (Xiaoming et al., 2010). Los lipidos ademas de ser conformadores
de las paredes celulares son reservas energéticas que son empleadas para el vuelo
en temporadas de migracién o para la metamorfosis. La fraccion lipidica de los
insectos se conforma en mayor medida por triacilgliceroles (hasta el 80 %), seguido
de los fosfolipidos (hasta un 20 %) y colesterol (alrededor del 4 %). La estructura de
los compuestos lipidicos en los insectos tiene como caracteristica relevante, estar
conformada por acidos grasos esenciales, con mayor frecuencia el acido linoleico,
acido palmitico y alfa linolénico (Tzompa-Sosa et al., 2014). Cabe destacar, que las
cantidades y tipo de acidos grasos en la fraccion lipidica de los insectos mantienen
una relacion directa con la alimentacion que mantienen (Paoletti, 2005).



Los insectos también tienen en su constitucidn compuestos considerados
como fibra, la cantidad de fibra en promedio se encuentra en intervalos de un 8 %
a 25 % en base seca, con mayor concentracion en etapas de desarrollo avanzadas
como ninfas o insectos adultos. El exoesqueleto que presentan los insectos esta
principalmente conformado por un polimero denominado quitina, considerado como
fibra insoluble (FAO, 2013). En cuanto a vitaminas, los insectos presentan tanto
vitaminas hidrosolubles como liposolubles, como la riboflavina (vitamina B2),
tiamina (vitamina B12), retinol o beta-caroteno (Paoletti, 2005). Como contenido de
minerales, el hierro, calcio, potasio, zinc, cobre, magnesio y manganeso, son
algunos de los que se presentan con mayor incidencia en gran parte de los insectos
comestibles caracterizados (Rumpold & Schliter, 2013).

Adicionalmente al aporte nutricional de los insectos, éstos han presentado
otros beneficios que pueden marcar la pauta para su integracion a la dieta de una
mayor proporcion de la sociedad y como una alternativa para solucion de
problematicas asociadas a la alimentacidn. La tasa de conversion de alimento es
una de las caracteristicas por las que algunos insectos se proyectan como una
opcidn para un desarrollo sustentable. En breves palabras, se trata del indice de
aprovechamiento con la que los insectos crean biomasa a partir de las cantidades
de alimento consumido, la cual ha demostrado ser superior a la de cualquier animal
de consumo tradicional (vacas, ovejas, cerdos o pollos) (Ramos-Elorduy, 2008).
Otra caracteristica relevante sobre el consumo de insectos es que se trata de un
alimento con un proceso de produccion amigable con el ambiente, pues resulta ser
una actividad que emplea pocas cantidades de agua, recursos, se puede llevar a
cabo en espacios reducidos, la cantidad de subproductos es minimo y niveles bajos
de generacién de gases de efecto invernadero comparados con los generados por
los sistemas de produccion de ganado (FAO, 2013; Nijdam et al., 2012).

2.1.1 Insectos comestibles en México
México es uno de los paises con mayor consumo de insectos, la insercion de
dichos organismos data de épocas prehispanicas en la mayoria de las civilizaciones
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asentadas en Mesoamérica. Como muestra, el Cddice Florentino escrito por Fray
Bernandino de Sahagun da indicios de la identificacién y amplio conocimiento de
por lo menos 96 especies de insectos que estaban ya inmersos en la cultura
alimentaria de los grupos étnicos de ese entonces. Actualmente se tienen
identificadas mas de 500 especies en todo el pais, pertenecientes a diferentes
familias taxondmicas (Figura 3) dentro de las cuales destacan la hormiga chicatana
(Atta mexicana, Atta cephalotes, Atta texana), los escamoles (Liometopum
apiculatum), los gusanos de maguey (Aegiale hesperiaris), los chinicuiles (Comadia
redtenbacheri) y los chapulines (Sphenarium purpurascens) (Cruz & Peniche,
2018).

Figura 3. Numero aproximado de especies de insectos comestibles registradas,
por estado (Cruz & Peniche, 2018).

2.1.2 Sphenarium purpurascens

Identificado como el insecto de mayor consumo y popularidad en nuestro
pais, el chapulin de la milpa, como se conoce comunmente a la especie Sphenarium
purpurascens Charpentier (Figura 4), pertenece a la familia Pyrgomorphidae del
orden de los ortopteros, con mas de 200 especies. Su distribucion geografica abarca



estados como Oaxaca, Chiapas, Guerrero, Michoacan, Jalisco, Veracruz, Estado
de México, Tlaxcala, Puebla y Querétaro (Figura 5) (Cuj-Laines et al., 2018)

Figura 4. Sphenarium purpurascens Charpentier (CONABIO, 2017)

Figura 5. Distribucion de Sphenarium purpurascens Charpentier en México (Cerritos-Flores
et al., 2014)

Este insecto, aunque cuenta con valor nutricional reconocido, es considerado
como plaga en algunos campos de cultivo como maiz, frijol y alfalfa, principalmente.
La obtencion de la mayoria de chapulines para consumo se da mediante recoleccion
con uso de redes conicas, obteniendo entre 200 y 500 kg de biomasa por hectarea
al ano dependiendo del nivel de extraccion, estimando hasta 350,000 toneladas en
todo el pais. La recoleccién si bien se da practicamente durante todo el ano, se
sugiere dar inicio durante los meses de abril y mayo (en su etapa como ninfa) hasta

noviembre cuando alcanzan su etapa adulta, con el fin de propiciar un sistema



sustentable y garantizar que la obtencion de esta fuente proteica perdure (Cerritos
Flores et al., 2015).

La composicion proximal reportada para Sphenarium purpurascens consta
de un porcentaje de humedad del 39 % al 42 %, la fraccion seca esta constituida de
un 53.1 % a 70 % de proteina, 6.02 a 11 % de grasa y 21 a 30 % de carbohidratos,
de los cuales la fibra cruda representa de 10 hasta un 19.5 %, y un aporte calérico
de 412 kcal por cada 100 gramos (Melo-Ruiz et al., 2015; Ramos-Elorduy, 2008).
La fraccion proteica del chapulin cuenta con todos los aminoacidos esenciales,
especialmente es rica en glutamato, glutamina, fenilalanina y leucina como se
muestra en la Tabla 1. Ademas, la comparacion del perfil de aminoacidos del
chapulin con el de otras fuentes proteicas como el suero de leche, soya, carne o la
proteina de huevo, permite establecer que la calidad proteica obtenida de este
insecto puede ser comparable con proteinas de origen animal y de mejor calidad
que las de origen vegetal (Rodriguez-Miranda et al., 2019).

Tabla 1 Perfil de aminoacidos de aislado proteico (promedio en mg/g) de chapulin de la milpa
comparado con aislados de suero de leche y soya. (Gunnerud et al., 2012; Melo-Ruiz et al.,
2015).

Aminoacido | Soya Suero de leche pi’; gsf:sr;l;?s
Isoleucina - 7.6 4.5
Leucina 9.2 11.4 8.9
Lisina 6.3 10.4 5.7
Metionina 1.3 24 2.5
Cisteina - 2.7 1.8
Fenilalanina | 5.7 3.2 10.3
Tirosina 4.0 3.1 6.3
Treonina 3.6 8.1 3.1
Valina 5.0 6.6 5.7
Histidina 2.3 2.0 2.2
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:::;‘r’tico 11.3 11.9 9.5
Alanina 3.8 5.5 6.4
Arginina 8.1 2.1 6.0
Glutamina 19.2 19.5 9.8
Glicina 3.7 1.8 6.8
Prolina 4.8 7.3 6.2
Serina 4.6 5.7 4.8
Triptéfano - 2.0 0.7
:ﬂg;ico i 17.9 10.7

2.2 Compuestos bioactivos de insectos comestibles

Los insectos presentan una amplia biodiversidad, representando hasta el 90
% de la biomasa del reino animal, lo que ofrece, aunado a las caracteristicas
nutrimentales descritas, posibilidades en la identificacion y obtencién de
compuestos bioactivos. Dadas las caracteristicas conformacionales que presentan,
algunas investigaciones han descrito actividades biologicas atribuidas a algunos
compuestos presentes en los insectos, como compuestos fendlicos y alcaloides,
acidos grasos insaturados, la quitina o la identificacibn de secuencias de
aminoacidos presentes en sus proteinas, a las que se les ha asociado actividades
antioxidantes, antihipertensivas, hipoglucemiantes y antiinflamatorias(de Castro et
al., 2018; Di Mattia et al., 2019).

2.2.1 Péptidos bioactivos

Los péptidos bioactivos se han definido como pequenos fragmentos
provenientes de proteinas que proporcionan algunos beneficios fisiol6gicos para la
salud. A los cuales se les han asociado como interventores potenciales para
prevenir o reducir el riesgo que algunas enfermedades crénicas. Los péptidos se
encuentran inactivos cuando forman parte de su proteina parental, hasta ser

liberados por accion de procesos de hidrélisis, como el uso de solventes
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concentrados o enzimas proteoliticas (Bhandari et al., 2020). La actividad de los
péptidos se vincula directamente a su composicidén y secuencia de aminoacidos. El
tamano para ejercer su actividad varia de los 2 a 20 residuos de aminodacidos y se
ha encontrado multifuncionalidad en muchos de ellos, es decir, una secuencia
especifica de aminoacidos puede presentar dos 0 mas actividades biologicas
diferentes (Korhoken & Pihlanto, 2007).

Se considera que practicamente de toda fuente proteica alimentaria se pueden
obtener péptidos bioactivos, sin embargo, las proteinas de insectos comestibles han
ganado interés como fuente de péptidos por la diversidad en el perfil de aminoacidos
que presentan, lo que repercute en las distintas actividades biolégicas asociadas
como antioxidantes, antihipertensivas, antimicrobianas, hipoglucemiantes vy
antiinflamatorias. La obtencidén de éstos se ha reportado provenientes de distintas
especies, etapas de crecimiento y con diferentes niveles de actividad al ser
comparados con aquellos obtenidos de fuentes alimentarias tradicionales (de
Castro et al., 2018; Nongonierma & FitzGerald, 2017).

2.3 Obtencidn de péptidos bioactivos

Los métodos mas utilizados para la obtencion de péptidos han sido las
hidrolisis quimicas, tanto acidas como basicas e hidrolisis enzimaticas. La primera
implica el uso de acidos o élcalis altamente concentrados a altas temperatura y a
menudo resulta en la produccion de efluentes contaminantes. Este método genera
un hidrolizado con alto contenido de sales como resultado de la neutralizacion del
pH del proceso y el control de la obtencién del producto final resulta complicado
(Alvarez et al., 2012; Asaduzzaman et al., 2020; Haq et al., 2020). La aplicacién de
enzimas proteoliticas ha sido la principal via para la obtencién de péptidos
bioactivos, usando enzimas de distintas fuentes como microbianas (alcalasa y
termolisina), digestivas (pepsina y tripsina) y vegetales (papaina y bromelina)
(Benitez et al., 2008; Fan et al., 2020; Wu et al., 2020). El uso de enzimas tiene
como ventaja el ser un proceso en el cual los productos pueden ser predichos, el
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empleo de complejos enzimaticos y adaptaciéon de tecnologias emergentes para
mejorar el proceso, sin embargo, aunque las enzimas tienen una amplia aplicacion
en la hidrélisis de proteinas, se trata de procesos de alto costo, de tiempos
prolongados y requieren del uso de acidos o bases para el control del pH, por lo que
se generan efluentes contaminantes (Marcet et al., 2014; Park et al., 2019; Sarmadi
& Ismail, 2010).

2.3.1 Agua subcritica

En los ultimos afnos, la tecnologia de fluidos supercriticos se ha proyectado
como una alternativa al uso de hidrdlisis quimica y enzimatica para la obtencion de
péptidos y aminoacidos libres, principalmente el agua subcritica (AS) (Ahmed &
Chun, 2018; Koh et al., 2019; Marcet et al., 2016; Powell et al., 2016; Sunphorka et
al., 2012). Se denomina agua subcritica, al estado de agua sobrecalentada por
encima de su temperatura de punto de ebullicion a 1 atm, a una presion suficiente
para mantener el estado liquido (>100 °C a 0.1 MPa) y por debajo de su punto critico
(374 °C a 22 MPa) (Figura 6) (Vardanega et al., 2019; Zhang et al., 2019).

Fase

Region subcritica

110’ liquida
1l | \
1x1 Punta critico
110
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= 1x10 3
= 7 solida Punta da
o ' ebullicion a 1 atm
10
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:"-.1:' -
O e ——
100 -50 0 50 100 150 200 250 300 330 400 450 500 550
TI*C

Figura 6. Diagrama de fase de los estados del agua (Thiruvenkadam et al., 2015).
FSC: Fase Super Critica
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Con el incremento de la temperatura en la region subcritica, las propiedades
fisicoquimicas del agua cambian, como la disminucidén de su tension superficial,
viscosidad y el aumento de su difusividad. La disminucién de la constante dieléctrica
es otra de las caracteristicas que se ve modificada cuando la temperatura y la
presion mantienen en el rango subcritico, lo que permite al agua interactuar con
compuestos apolares. La constante dieléctrica (¢) parte de un valorde 78 a25°Cy
0.1 MPa y disminuye a 14.07 a 350 °C y 20 MPa, adoptando propiedades de otros
solventes (Figura 7). Lo que promueve la interaccién con aminoacidos no polares,
disminuyendo su fuerza de unién y liberandolos. Ademas, la constante de ionizacion
(Kw) del agua aumenta hasta 3 6rdenes de magnitud, teniendo valores de 10'*a 25
°C alcanzando 10" a 300 °C, sin embargo, por arriba de esta temperatura comienza
a descender teniendo 1020 a 380 °C (Mdller et al., 2011). Este incremento en la
concentracion iones OH y HsO* en el medio aumenta la reactividad del agua y por
consiguiente su actividad como un catalizador acido o basico para reacciones de
hidrélisis (Gbashi et al., 2017; Marcet et al., 2016; Powell et al., 2017).
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Figura 7. Comparacion de la variacion de la constante dieléctrica del agua sometida a
temperatura y presion con las constantes dieléctricas de diferentes solventes a temperatura
ambiente (Aldana et al., 2018)
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El mecanismo de hidrdlisis del enlace peptidico por agua subcritica se ha
asumido, en general, bajo un modelo de reaccion de primer orden irreversible
(Rogalinski et al., 2008a), identificando como catalizadores de la reaccion a los
iones OH" y H3O* presentes en el medio, confiriéndole caracteristicas bicataliticas
al agua, aunque también se ha asumido como un acido o base débil. La alta presidon
y temperatura promueven la perdida de interacciones débiles, como los enlaces de
hidrégeno, produciendo la pérdida de estructuras cuaternarias (si las tiene),
terciarias y secundarias de las proteinas (Di Domenico Ziero et al., 2020). En el
enlace peptidico (Figura 8) al N-terminal, genera la excitacion del atomo lo que
conduce a la escision del enlace peptidico, después la presencia del ion OH" al
nuevo cation de carbono del C-terminal. La reaccién debido a las caracteristicas
bicataliticas del agua subcritica podria llevarse a cabo de la misma forma con la

union en primera instancia del ion OH" y después del proton H* (Brunner, 2009).
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Figura 8. Mecanismo de hidrdlisis del enlace peptidico

La mayor parte de las investigaciones donde se emplea agua subcritica como
método de hidrdlisis proteica, se han enfocado principalmente en la obtencidén de
aminodcidos libres y no en sus intermediarios, los péptidos. Si se utiliza bajo la
apropiada combinacién de sus factores como la temperatura, presion y tiempo de
reaccion (principales factores del proceso), se puede lograr la obtencién de
hidrolizados o péptidos con potencial biolégico, como lo reportan Powell et al.,
(2016), quienes en su estudio demuestran el efecto de la aplicacién de AS para
constatar el potencial como alternativa a la hidrélisis enzimatica de proteinas para
este fin, comparando sus efectos en proteinas estandar como albumina de suero

bovino, a-globulina y B-caseina con los efectos provocados por tripsina.
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Concluyendo en que los efectos de la aplicacién de agua subcritica en la
obtencién de péptidos bioactivos son comparables con el de algunas enzimas.
Ahmed & Chun (2018) emplearon AS para el aprovechamiento de un subproducto
de la industria pesquera, en su publicacién, evaluan esta tecnologia para la
extraccion de colageno de la piel de atun y subsecuentemente el proceso de
hidrélisis para la liberacidon de péptidos antioxidantes y antimicrobianos. Los
hidrolizados obtenidos mostraron mayor actividad biolégica, comparada con la de
hidrolizados generados mediante un proceso enzimatico con Alcalasa a partir del
mismo material. Marcet et al., (2014) reportan el uso de agua subcritica para la
hidrélisis de la fraccion proteica insoluble de la yema de huevo, implementando el
uso flujos de nitrégeno y oxigeno, lograron reducir el tiempo del proceso e
incrementar el rendimiento de la recuperacién de péptidos que el obtenido por
hidrolisis mediada por tripsina. Cho et al., (2019) aplicaron AS a un polvo de
camaron tigre empleado como aditivo y saborizante, con la finalidad de mejorar las
caracteristicas organolépticas, tecnoldgicas (como su capacidad emulsificante y
estabilizante) y funcionales, como su actividad antioxidante. Concluyendo en la
mejora del producto mediante AS, atribuida a la hidrdélisis proteica, confiriendo y
mejorando sus caracteristicas funcionales y la liberacion de péptidos antioxidantes.

2.3.1.1 Variables de tratamientos por agua subcritica

Los tratamientos con agua subcritica constan de distintas variables a ser
moduladas con la finalidad de obtener resultados del proceso favorables del
proceso, algunos estudios reportados para la extraccién e hidrélisis por este fluido
mencionan que el proceso se guia bajo un modelo termodinamico. Las principales
variables involucradas son la temperatura, la presién, el tiempo y el pH (Zhang et
al., 2020). Aunado a esto, el estado o composicion del material, uso de
modificadores o conformacion de la muestra, el gas que se emplee para ejercer la
presion y el uso o no de cosolventes son otros factores para tomar en cuenta para
promover un efecto especifico sobre el material de interés y asi obtener la variable
respuesta deseada.
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Temperatura
Es uno de los factores principales en el proceso de hidrélisis, pues de la

modulacidn en gran parte de ésta, dependera la velocidad y producto de la reaccion.
El aumento de la temperatura no solo propicia los cambios en las propiedades
fisicoquimicas del agua como su difusividad, tensién superficial, energia o constante
dieléctrica, de manera general, el incremento en la temperatura del proceso
incrementa las constantes de velocidad de reaccidn por consiguiente la reduccion
de los tiempos de esta misma (Watchararuji et al., 2008). Sin embargo, es
importante aclarar, que a temperaturas altas o con su incremento, puede dar como
resultado, la hidrdlisis total a aminoacidos o generar acidos organicos y otros
subproductos por la descomposicion de estos ultimos, por lo que la temperatura

esta en funcién de los productos que se quieran obtener.

Un punto més a tomar en cuenta en la modulacién de este factor es el origen
de la proteina, ya sea animal o vegetal. Basado en los resultados de distintas
publicaciones, se ha identificado que, para las proteinas de origen animal, en
general, requieren mayor temperatura o tiempos mas prolongados que las de origen
vegetal (Asaduzzaman et al, 2018; Asaduzzaman & Chun, 2013;
Sereewatthanawut et al., 2008). Por ello, para establecer las temperaturas de
reaccion habra que tomar en cuenta el origen del material y el producto que se
quiera obtener principalmente, sin dejar de lado, la composiciéon o estado de la
materia que se pretenda hidrolizar.

Presion

Factor clave en mantener por debajo del punto de vapor al agua y por ende
en su fase liquida a altas temperaturas, permitiendo su estado subcritico. A
diferencia de la temperatura, la modulacién de la presién no ha presentado un efecto
significativo en el mecanismo de hidrdlisis, sin embargo, la eleccién del gas que
genere la presion en el equipo ha demostrado ser un factor a tomar en cuenta, ello
en equipos donde la presurizacion se genera por la presencia de éstos (Kim et al.,
2009; Marcet et al., 2014).
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Tiempo
El tiempo del proceso dependera primordialmente del producto que se

pretenda obtenery a su vez, del rango de temperatura a la que se pretenda trabajar;
temperaturas altas requeriran menor tiempo y viceversa. El tiempo como factor se
ha abordado desde dos puntos principalmente, uno donde este sea fijo para evaluar
diferentes temperaturas y variaciones de otros factores y otro donde este pueda ser
modificado con la finalidad de explorar los efectos de una misma temperatura o de
otros factores fijos o su interaccion (Zhang et al., 2020).
Atmoésfera

En algunos equipos, la presion se genera mediante la insercion de un gas
especifico y en otros mediante un compresor de aire seco. La seleccidn del gas para
someter el proceso de agua subcritica ha demostrado ser una parte importante en
los procesos, en los de extraccién principalmente. El gas funge como el agente que
genera la presion en la atmosfera del equipo durante el proceso, dentro de los gases
empleados se encuentran el nitrogeno, CO2 y oxigeno. Dentro de los efectos
asociados a la presencia de un gas en especial estan la reduccién de los tiempos
de reaccién o de algunas modificaciones en los aminoacidos o péptidos. Como
muestra lo reportado por Marcet et al.,, (2014), donde evaluaron el efecto de
atmosferas puras de nitrégeno y oxigeno en la hidrdlisis de un extracto de proteinas
insolubles de huevo. Los resultados concluyen, que, comparado al tratamiento con
nitrégeno, se obtuvieron péptidos con propiedades funcionales disminuidas cuando
se uso la corriente de oxigeno; mencionando que esto pueda deberse, que derivado
del uso de oxigeno, se puedan producir cambios estructurales en los aminoacidos
de los péptidos recuperados. Zhong & Jin, (2008), observaron un incremento en la
tasa de hidrélisis de suero de leche bajo una atmdsfera Unicamente de COq,
atribuyendo este efecto por la promocion de la hidrdlisis catalizada por un agente
acido.
pH
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Desde que se tiene entendido, que durante en el proceso de agua subcritica
se ve liberados iones OH  y H3O* derivados de la ionizacién del agua, se ha
especulado que durante el proceso de hidrélisis podria tener un comportamiento
catalitico tanto como acido, base o bicatalitico (Powell et al., 2016). El efecto directo
del pH durante el proceso no ha sido del todo explorado, aunque hay reportes del
uso fijjo de un pH este ha sido principalmente modificado o establecido por la
presencia de algun modificador o aditivo en especifico al proceso como el hidréxido
de sodio, el &cido férmico, cloruro de sodio o el bicarbonato de sodio (Espinoza &
Morawicki, 2012).

Estado del material

El estado del material resulta importante tomar en cuenta pues dependiendo
de esto los demas factores podran ser seleccionados en niveles adecuados para la
obtencion de los resultados buscados. Dentro de éstos se toman en cuenta el
tamano de particula, si se trata de un aislado o el producto de origen, y la
composicién de ésta, pues la presencia de otros compuestos podria afectar el
rendimiento del proceso de hidrdlisis (Wiboonsirikul & Adachi, 2008).

Cosolventes

En cuanto al empleo de cosolventes en los procesos de extraccion e hidrélisis
por agua subcritica es posible encontrar reportes del uso de etanol y metanol con
mayor frecuencia. Porto et al., (2014), evaluaron el rendimiento en un proceso de
extraccion de proantocianidinas por CO2 supercritico empleando agua, metanol y
etanol como cosolventes, obteniendo mejores rendimientos en la extraccion de
estos compuestos agregando un 15 % de etanol a la mezcla. De manera general,
la eleccién de solvente o de las mezclas de estos ha sido empleado para mejorar el
rendimiento de extraccion de compuestos, dicho de otro modo, de promover la
interaccién con los compuestos en base a su polaridad, tomando en cuenta a su
vez, de las caracteristicas reoldgicas o conformacionales que tenga la materia prima
a ser tratada (Marcus, 2018).

Modificadores
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El empleo de aditivos o modificadores han demostrado tener el potencial de
modular la hidrdlisis y mejorar algunos parametros como la disminucion de tiempos
de reaccién o minimizar la temperatura del proceso para obtener el producto
deseado. Algunos de los aditivos o compuestos explorados en algunas
investigaciones han sido el acido acético, acido oleico, acido lactico, hidréxido de
sodio, bicarbonato de sodio, acido clorhidrico, acido sulfurico y cloruro de sodio.
Espinoza & Morawicki (2012) exploraron el efecto de 5 modificadores (acido acético,
acido lactico, cloruro de sodio, bicarbonato de sodio) en el tiempo, temperatura y
grado de hidrdlisis en suero de leche. Teniendo como resultados que el aditivo con
mayor influencia en el proceso de hidrolisis resultd ser el bicarbonato de sodio, que,
en comparacion con el agua unicamente, la presencia de este modificador aumenté
el grado de hidrélisis cuatro veces y la produccién de aminoacidos libres en un 44
%, asi como en la disminucion del peso molecular de los péptidos producidos, bajo
las mismas condiciones de tiempo y temperatura, ademas, se observé un efecto
positivo en la conservacién de algunos aminoacidos como la arginina e histidina.
Este efecto directo en la conservacién o hidrélisis de algunos aminoacidos también
fue reportado por Kang & Chun, (2004) en fibra de seda, por lo que el explorar o
emplear aditivos que modulen la hidrolisis en algunos aminoacidos resulta de gran
relevancia.

El uso de AS ha generado gran interés pues tiene como beneficios el que su
aplicacion conlleva periodos cortos de tiempo, el ser un proceso altamente
modulable, no se necesitan empleo de solventes y ser considerado una tecnologia
verde, pues no se producen efluentes (Zhang et al., 2020). Los mecanismos, efectos
y procesos involucrados en la aplicacion de AS para la hidrdlisis de proteina en la
obtencién de péptidos aun no son del todo bien entendidos, por lo que es necesaria
mas informacién para el poder predecir o promover con mayor eficiencia la

obtencidn de productos especificos y de ciertas caracteristicas.
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3. JUSTIFICACION

Los insectos comestibles han formado parte de la alimentacion de distintas
sociedades a través del tiempo, sin embargo, son las problematicas recientes las
que han promovido mayor interés en la investigacion e integracion como fuente

alimentaria y de compuestos bioactivos.

Una de las razones de mayor impulso a la investigacidon de los insectos
comestibles, ha sido la identificacidn de compuestos con actividades bioldgicas que
puedan traer consigo beneficios a la salud o en la prevencion de enfermedades
cronicas, como los péptidos bioactivos, a los que se les han asociado multiples
bioactividades como antioxidantes, hipoglucemiantes y antiinflamatorios. México
cuenta con el chapulin Sphenarium purpurascens, este insecto catalogado como
plaga en algunas zonas agricolas, presenta una cantidad y calidad relevante de
proteinas proyectdndose como una excelente fuente proteica que resulta importante
ser aprovechado. Una alternativa de aprovechamiento podria ser la produccién de
péptidos bioactivos. La obtencion de ellos se ha dado mediante el uso de solventes
concentrados o procesos enzimaticos, procesos que resultan caros a la larga,
periodos prolongados y que impactan de forma negativa al medio ambiente por la
produccién de efluentes.

La aplicacién de agua subcritica se ha posicionado como una alternativa verde
para la obtencion de péptidos y aminodacidos de distintas fuentes proteicas, sin
embargo el efecto en la modulacion del proceso de hidrélisis utilizando
modificadores, aun no esta del todo elucidado, por lo que resulta importante el
profundizar en los mecanismos para obtener una hidrélisis diferenciada y asociarla
al uso de modificadores que permitiendo reducir los niveles de algunos parametros
para la promoviendo de hidrolizados con actividades biol6gicas. Ademas, dando con
ello la generacion de alternativas en el aprovechamiento de los insectos comestibles
mexicanos con una tecnologia verde.
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4. HIPOTESIS

Durante la hidrolisis mediante agua subcritica de la fraccion proteica del chapulin
de la milpa Sphenarium purpurascens, los cambios de las propiedades
fisicoquimicas del agua (tales como disminucion de su tensién superficial, el
incremento de la energia, aumento de su difusividad, aumento de su constante de
ionizacidn), en conjunto a la alta presion y temperatura, provocaran la pérdida de
los enlaces intermoleculares de las proteinas. A su vez, en presencia de
modificadores, éstos aumentaran la cantidad de iones H* y OH" dispersos en el
medio, que catalizaran la hidrdlisis de los enlaces peptidicos y seran directamente
dependientes al tipo de modificador empleado. Liberando péptidos con actividad
biol6gica antioxidante y antihipertensiva.

4.1 Diagramas causales de la hidrdlisis

En la Figura 9 se presenta la hidrélisis proteica por agua subcritica. El efecto
de la presién (> 0.1 MPa) y temperatura (> 100 °C), sin llegar a sus valores criticos,
aplicados al agua provoca la generaciéon de un rango de fase denominada como
agua subcritica, donde la proteina sometida a este fluido pierde las estructuras
cuaternarias, terciarias y secundarias en condiciones menos agresivas que las que
se necesitan cuando la temperatura o presién es aplicada por separado. Ademas,
por el efecto de ambos factores se genera un aumento en la constante de
disociacion de las moléculas de agua, lo que aumenta la presencia de iones H+ (en
el agua estaran en forma del ion HzO+) y OH- en el medio acuoso, identificados
como los catalizadores de la hidrélisis del enlace peptidico y asi la liberacion de

péptidos y subsecuentemente aminoacidos
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Figura 9. Diagrama causal de hidrdlisis por agua subcritica

En la Figura 10 se muestra el diagrama causal de hidrdlisis empleando
bicarbonato de sodio. El uso del bicarbonato de sodio, como modificador, en el
proceso de hidrélisis por agua subcritica agrega iones OH- y CO2 al medio una vez
este es totalmente disuelto en agua. La adicion de éstos provoca la generacion de
iones H+ y OH-, por un lado, el ion OH- del bicarbonato interacciona con las
moléculas de agua en estado subcritico, aumentando la disociacion de las
moléculas de agua que interaccionen con él, por otro, el CO2 solubilizado en agua
genera un mecanismo en paralelo (el sistema de bicarbonato) que provoca la
generacion de mas iones aumentando asi la reactividad del medio comparado con
el uso del agua unicamente. Dado que la presencia de los iones H+ y OH- son la
clave para la aceleracion de la hidrélisis del enlace, es posible emplear condiciones
de temperatura y presion menos agresivas para la obtencién del mismo resultado o

en la reduccién del tiempo de reaccion.

22



Temperatura |

Agua
Presidn
Adicion de
| iones OH- 4
Bicarbonato | Agua subcriica
de sodio ¥ s Hidrolizis en
gg'ﬁlﬂn de ":"”"”',*",':d” 3’“ condiciones menas
s } | reactivida agresivas
Aumenlo da iones H+ y .
OH- por sistema
bicarbonato en paraleln
i - r x
CO4+H;0HC0 6 H* +HCO ;> H*+C0 4 'Tept_ial_:l—sy
aminodcidos
libres

Figura 10. Diagrama causal de hidrélisis por AS con bicarbonato de sodio

El diagrama causal de la hidrélisis empleando &cido citrico como modificador
se muestra en la Figura 11. La adicion de &cidos, en este caso, de 4cido citrico al
agua, provocara el aumento de la presencia de iones H+ derivados de la
solubilizacion del acido, por cada molécula de acido son liberados 3 H+. El efecto
resulta similar al del uso del bicarbonato, pues esta adicién al medio provoca un
aumentado de la reactividad del agua, por ende, la reduccion en los niveles de
tiempos o temperatura necesarios para la liberacion de péptidos. A diferencia del
bicarbonato, el uso de este acido no generaria un mecanismo en paralelo al

proceso, asi se esperaria una menor cantidad de iones agregados al medio.
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Figura 11. Diagrama causal de hidrolisis por AS con acido citrico

23



5. OBJETIVOS

5.1

5.2

Objetivo General

Disefar y evaluar el proceso de hidrélisis de un concentrado proteico de
Sphenarium purpurascens para la liberacion eficiente de péptidos bioactivos
empleando modificadores en el proceso de agua subcritica.

Objetivos especificos

Obtener un concentrado proteico de chapulin de la milpa Sphenarium
purpurascens

Evaluar el efecto del uso de modificadores en el proceso de agua subcritica
para la generacion de hidrolizados a partir de un concentrado de proteinas
de Sphenarium purpurascens y su comparacidén con un tratamiento
enzimatico con papaina

Caracterizar y evaluar las actividades antioxidantes y antihipertensivas de los
hidrolizados obtenidos

Evaluar y caracterizar el mejor tratamiento obtenido para la obtencién de
péptidos bioactivos en una cinética de hidrdlisis

Evaluar el efecto en el perfil de aminoacidos durante el tratamiento
seleccionado

24



6. METODOLOGIA

6.1 Caracterizacion de material

6.1.1 Acondicionamiento de materia
La obtencidn de los chapulines Sphenarium purpurascens se obtuvo a través

de un proveedor de la empresa Delinsect®. Especificando el minimo procesamiento
de estos, unicamente sometiéndolos a un periodo de ayuno de dos dias para limpiar
el tracto gastrointestinal de los insectos y un proceso de escaldado (100 °C por 20
minutos) como método de sacrificio. A su recepcion, se mantuvieron en congelacién

a -20 °C hasta su analisis.

6.1.2 Caracterizacion proximal
Se determiné la composicién proximal de los chapulines por los métodos

descritos por la AOAC (Tabla 2) (2012). Para la determinacién de proteinas, se
utilizé como factor de conversién 5.60 en el material, pues los compuestos
nitrogenados en el exoesqueleto podrian provocar la sobreestimacién del contenido

de proteinas (Janssen et al., 2017).

Tabla 2. Métodos para la caracterizacion proximal (AOAC, 2012)

Analisis Métodos
Humedad A.0.A.C 925.09
Cenizas A.0.A.C 923.03
Proteina cruda A.O.A.C 920.87
Grasa cruda A.0.A.C 920.39C
Fibra cruda A.0.A.C 962.09
Extracto libre de nitrégeno A.0.A.C 986.25

Determinacién de quitina
Se siguié el protocolo descrito por Adamkova et al., (2017). Brevemente, se

tomaron 4 muestras de 1.6 g (2 para la determinaciéon de quitina y 2 para la
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determinacién de nitrégeno en quitina). Luego, la muestra se hidrolizé durante 30
min con 100 ml de HCI 1 M a 100 °C. El hidrolizado obtenido se filtré y se lavd con
500 ml de agua destilada a 80 °C hasta que se alcanzé un pH neutro. Debido a que
los insectos contienen una cantidad de lipidos considerable, que puede ralentizar o
detener por completo la filtracién, se agregaron 15 ml de KOH al 5% durante la
filtracion, lo que provoco la saponificacion de las grasas, aumentando asi su
solubilidad en agua y permitiendo el lavado de la muestra. A cada muestra filtrada
se le agregaron 100 ml de NaOH 1 M y se dejaron en agitacién durante 24 h a 80
°C. Las muestras fueron filtradas nuevamente y se lavaron con 500 ml de agua a 80
°C. Dos de las muestras se secaron, pesaron, incineraron y pesaron, luego se
calculé el contenido de quitina usando la formula descrita a continuacién. A las otras
dos muestras se les determind el contenido de nitrdgeno mediante el método
Kjeldahl.

peso del material seco — peso del material incinerado

% de quitina = ( ) x 100

peso de la muestra

6.1.3 Obtencion del concentrado proteico
Los insectos fueron liofilizados y molidos empleando un molino de café. Se

tamizaron con un tamiz con luz de 0.5 mm y almacenaron a -20 °C. El aislamiento
de proteinas se realizé por precipitacion por punto isoeléctrico, empleando un
disefio unifactorial evaluando 4 puntos de pH, (3, 3.5, 4 y 4.5) basado en la
metodologia descrita por Zielinska et al., (2018), sustentado por la falta de
informacion sobre el punto isoeléctrico de las proteinas de esta especie de
ortéptero. Primero, los polvos de chapulin se desgrasaron, por medio de agitacion
con etanol al 97 % en relacion 1:10 durante 5 h, para después ser centrifugados a
3500 rpm por 15 min a 20 °C y recuperar la pastilla. Una vez obtenida la pastilla, se
mantuvieron en agitacion durante 1 h con una solucion de NaOH 0.2 % en una
proporcién de 1:10 (p / v), pH 12, a temperatura ambiente, para ser centrifugados a
8000 g por 20 min. La precipitacion por punto isoeléctrico en los pH mencionados
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se llevo a cabo a temperatura ambiente. Las proteinas precipitadas se centrifugaron
a 4 °C durante 20 min a 8000 g y fueron lavados con agua destilada. Luego, los
concentrados proteicos fueron liofilizados y almacenados a -20 °C.

Método de extraccion por ultrasonido
A la par del disefio unifactorial para la identificacion del punto isoeléctrico de

las proteinas de chapulin, se explor6 un meétodo de extraccion empleando
ultrasonido recientemente publicado por Yoon et al., (2019). Brevemente, 10 g de la
muestra desgrasada fueron disueltas en 200 ml de agua destilada, después la
sonda de ultrasonido se fijé a 20 kHz con una amplitud al 75 %. Se evaluo6 tanto el
efecto del ultrasonido de forma continua durante 15 min, como por pulsos en el
mismo lapso, con pulsos cada 3 s entre intervalos de 1 s. Los extractos proteicos se

filtraron, liofilizaron y se almacenaron a - 20 °C hasta su analisis.

6.2 Diseno experimental del proceso con agua subcritica

El proceso de hidrélisis por agua subcritica se realizé empleando un equipo de
diseno en batch, marca Thar Waters modelo SFE 500 (Waters, USA) (Figura 9).

e

Figura 12. Equipo de fluidos supercriticos Thar Waters
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Para evaluar los efectos de los factores involucrados y sus interacciones
durante el proceso de hidrdlisis por agua subcritica. Se utilizaron dos modificadores,
bicarbonato de sodio y acido citrico. La eleccidén de la adicion y concentracion de
modificadores se basa en la revision de literatura donde éstos son empleados para
la promocion del grado de hidrolisis y liberacidn de aminoacidos (Espinoza &
Morawicki, 2012; Marcet et al., 2016; Srinivas & King, 2010).

Para cada modificador se realizé un disefio factorial 23 con puntos al centro

con 1 réplica, donde los tres factores seran se ubicaron en la siguiente region:
. Temperatura del reactor con dos niveles 100 °C y 130 °C.

. Presion en MPa a 1 y 20 MPa.

. Concentracion del modificador de 0.5y 1 M.

Conlo que los puntos al centro estuvieron ubicados en 115 °C de temperatura
y 10 MPa. Estos puntos al centro fueron utilizados para verificar si hay posibilidades

de tener un 6ptimo en esta regidén experimental.

El tiempo de la reaccion fue de 30 minutos, pues resulta ser el promedio de
tiempo empleado a las condiciones de temperatura y de uso de modificadores,

previamente mencionados.

Se integré un tratamiento control sin la presencia de modificadores,
considerado a 115 °C y 10 MPa de presion.

Las variables respuestas que se seleccionaron para evaluar los efectos de
los tratamientos fueron el grado de hidrdlisis, la distribucion molecular y las
actividades bioldgicas de los hidrolizados.

6.2.1 Modelaje de la cinética de la reaccidon de hidrdlisis por agua subcritica

Una vez identificado la mejor condicion e hidrdlisis y con la finalidad de
generar conocimiento a mayor profundidad sobre el proceso, se estudiaron modelos

cinéticos de la reaccién, fundamentandose en algunas publicaciones (Lamp et al.,
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2020; Rogalinski et al., 2008b; G. Zhu et al., 2011), empleando inicialmente un
esquema simplificado basado en reacciones consecutivas (Ecuacion 1):
k k.

Proteina i Péptidos "+ Aminoéacidos libres .,
Ecuacion 1

La obtencién de los datos requeridos para estimar velocidades de reaccion
involucradas, se generaran utilizando la condicién 6ptima de la hidrélisis, midiendo
a diferentes tiempos el grado de hidrdlisis, proteina soluble, aminoacidos libres,
quitina y azucares reductores. Como se ha mencionado previamente, la hidrélisis
por agua subcritica se ha entendido como una reaccién irreversible de primer orden,
por lo que el modelo cinético puede ser obtenido y descrito utilizando las
correspondientes ecuaciones diferenciales y estimando mediante regresiones no

lineales.

6.2.2 Hidroélisis enzimatica

Para el procedimiento de hidrdlisis enzimatica, se utilizé el método reportado
por Abadia-Garcia et al. (2016). La enzima empleada fue papaina (elecciéon tomada
basada en la proporcion de liberacién de péptidos bioactivos en un analisis in silico
previo) con relacion enzima:sustrato de 2 % (Purschke et al., 2018). En 200 ml de
agua destilada se homogenizaron 5.6 gramos de aislado proteico de chapulin, se
colocaron en un reactor enchaquetado por el que se recirculd agua a 50 °C
procedente de un bafo termostatico (PolyScience) con la finalidad de mantener
constante la temperatura del proceso. La agitacion durante la hidrélisis se realiz6
con un agitador magnético a 180 rpm. La reaccion se mantuvo a pH 7.0 con una
solucién de NaOH 0.1 M durante 180 min. La reaccién se detuvo calentando la
mezcla en un bafo caliente a 90 °C por 15 min. Las muestras se almacenaron a -

20 °C hasta su analisis.

6.3 Caracterizacion de los hidrolizados
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6.3.1 Grado de hidrolisis

El grado de hidrdlisis (GH) se determind por el método OPA, descrito por
Nielsen et al., (2001). El reactivo orto-ftalaldehido (OPA), se preparé de la siguiente
manera; 7.620 g de tetraborato de sodio decahidratado (Borax) se disolvieron en
140 ml de agua destilada, mientras que 0.2 g de SDS se disolvieron en 10 ml de
agua destilada. Una vez completamente disueltos, se mezclaron y posteriormente,
fueron adicionados 0.16 g de OPA 97% previamente disueltos en 4 ml de etanol.
Finalmente se anadieron 0.176 g de ditiotreitol 99% (DTT) aforando hasta 200 mi
de agua destilada.

Todas las lecturas espectrofotométricas se realizaron a 340 nm, utilizando
agua destilada como control. Para analizar una muestra, 200 yl de muestra se
adicionaron a un tubo Eppendorf de 2 ml con 1.5 ml de reactivo OPA y se mezclaron
en vortex por 5 s. Se dej6 incubar por 2 min y se realizé la lectura en el
espectrofotometro. Para la cuantificacion se empled una curva de calibracién con L-
serina en un rango de concentracion de 0.00625 a 0.1 mg/ml.

6.3.1.1 Proteina soluble

La determinacion de proteina soluble se realiz6 siguiendo el protocolo
descrito por Bradford (1976) con algunas modificaciones. Brevemente para la
preparacidn del reactivo se pesaron 25 mg de Azul Comassie G-250 (Biorad, USA)
y se disolvieron en 12.5 ml de etanol 95 %, al cual se anadieron 25 ml de &cido
fosférico (85 %) y se mantuvo en agitacién por 2 horas para homogenizar.
Posteriormente, se agregé agua destilada hasta aforar 250 ml, se mantuvo en
agitacion por 24 horas a temperatura ambiente, protegido de la luz. Para el ensayo
se tomaron 20 ul de la muestra a una concentracién conocida a la cual se agrego6 1
ml del reactivo Bradford y se procedié a leer a 595 nm. Para la cuantificacién se
emple6é una curva de calibracion con albumina de suero bovino a un rango de

concentracion de 0.125 a 2 mg/ml.

6.3.1.2 Amino&cidos libres
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La determinacion de aminoacidos libres se realiz6 siguiendo el protocolo
descrito por Yemm et al., (1955) con modificaciones. 8 g de ninhidrina (Sigma
Aldrich, USA) y se disolvieron con acetona hasta alcanzar un volumen de 100 ml.
En tubos de ensayo se agregaron 1 ml de la muestra, se afor6 a4 mly 1 ml de la
solucién de ninhidrina. Posteriormente, los tubos se taparon y se incubaron a 95 °C
en bafno Maria por 15 min. Pasado el tiempo y a temperatura ambiente se agregaron
1 ml de etanol al 50 % y 4 ml de agua destilada. Se procedié a leer a 570 nm. Se

utilizé una curva estandar de L-glicina para la cuantificacion de las muestras.

6.3.2 Electroforesis SDS-PAGE

Para la electroforesis en gel SDS-PAGE, se siguid el protocolo descrito por
Yi et al., (2013). Brevemente, las muestras se disolvieron en tampones Tris/HCI 20
mM, EDTA 2 mM a pH 8.0 con una concentracion de proteina de 1 mg/ml y fueron
tratadas en bafo ultrasénico durante 10 min. Las soluciones con la muestra fueron
mezclados con el tampdn de muestra (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) en una proporcion de
1:1. Posteriormente, las muestras se calentaron a 95 °C durante 5 min, se
centrifugaron durante 2 min y posteriormente fueron depositadas en el gel. Se
utilizaron proteinas estandar de 10-250 kDa (Bio-Rad) como patron de referencia.

6.3.3 Determinaciéon de aminoacidos

El andlisis de aminoacidos se realiz6 siguiendo lo descrito por Henderson et
al. (2000) con un sistema HPLC Agilent series 1260 (Palo Alto, California, E.U.A.).
Para el analisis se realizé la derivacién anadiendo 0.5 ul de la muestra, 2.5 pl de
amortiguador de boratos 0.4 N (pH 10.2), 0.5 pl del reactivo orto-ftalaldehido y 32 ul
de agua.

Se empleo una columna Zorbax Eclipse-AAA (4.6 x 150 mm, 5 pm) (Agilent
Technologies, Palo Alto, California, E.U.A.) unida a una precolumna con filtros de
4.6 x 12.5 mm, 5 um (Zorbax Eclipse-AAA 4 pack, Agilent Technologies, Palo Alto,
California, E.U.A.). La temperatura de la columna se mantuvo a 40 °C. Para la
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separacion se utilizé una mezcla de disolventes (flujo de 2 ml min''), la mezcla
estaba constituida por 40 mM de NaH2POs (pH 7.8) (fase movil A) vy
acetonitrilo:metanol:agua (45:45:10, v/v/v) (fase mévil B). El gradiente de polaridad
fue de: 0 min, 0% B; 0-1.9 min, 0% B; 1.9-21.1 min, 57% B; 21.1-21.6 min, 100% B;
21.6-25 min, 100% B; 25-25.1 min, 0% B; 25.1-26 min, 0% B.

Para la deteccién de los aminoacidos derivados se empled un detector de
arreglo de diodos (DAD) y se leyd a una longitud de onda de 338 nm y 226 nm.

Para la identificacion y cuantificacién de aminoacidos se utilizaron estandares
de referencia, se realizé el ajuste de curvas con diferentes concentraciones: tirosina
de 0.02 a 0.4 mg ml-1, valina de 0.02 a 0.4 mg ml-1, metionina de 0.015 a 0.3 mg
ml-1, histidina de 0.025 a 0.5 mg ml-1, glicina de 0.005 a 0.1 mg ml-1, treonina de
0.02 a 0.4 mg ml-1, fenilalanina de 0.02 a 0.4 mg ml-1, isoleucina de 0.02 a 0.4 mg
ml-1, leucina de 0.02 a 0.4 mg ml-1, &cido aspartico de 0.02 a 0.4 mg ml-1, &cido
glutamico de 0.02 a 0.4 mg ml-1, serina de 0.015 a 0.3 mg ml-1, , arginina de 0.02
a 0.4 mg ml-1, alanina de 0.02 a 0.4 mg ml-1, y lisina de 0.015 a 0.3 mg ml-1.

6.3.4 Determinacién de azucares reductores

El contenido de azucares reductores se midié mediante el método del acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Wood et al., 2012). Se disolvieron 0.5 g de DNS en 15 ml
de agua destilada a 80 °C, por otro lado, 0.8 g de NaOH fueron disueltos en 20 ml
de agua destilada y lentamente 15 g de tartrato de sodio-potasio decahidratado
fueron agregados. Se mezclaron ambas soluciones a temperatura ambiente. Para
la determinacién se afiadieron 1 ml de muestra a concentracion conocida con 1 ml
de reactivo DNS, se calentaron en bafio Maria durante 5 minutos. Luego se toma la
absorbancia a 540 nm. Se prepar6 una curva estandar usando D-glucosa para la
cuantificacion en las muestras.

6.4 Evaluacion de actividades bioldgicas in vitro

6.4.1 Actividad inhibidora de ECA (Enzima Convertidora de Angiotensina)
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La actividad inhibidora de ECA se determiné siguiendo el método descrito por
Cushman & Cheung, (1971) con algunas modificaciones por Wu et al., (2002). En
esta prueba la inhibicion de la ECA se ve reflejada con una menor formacién de acido
hiparico, debido a que el dipéptido His-Leu se convierte en acido hipurico por la
eliminacién de su carbono terminal por accion de la ECA.

Aproximadamente 0.25 g de los hidrolizados se disolvieron en 3 ml de agua
desionizada. Una alicuota (200 ul) de hipuril-histidil-leucina (Hip-His-Leu 5 mM en
tampon de borato 0.1 M que contiene NaCl 0.3 M, pH 8.3) se mezcl6é con 60 ul de
tampo6n de borato de sodio y pre incubado con 20 pl de la muestra inhibidora (agua
para el control) durante 5 min a 37 °C. La reaccién se inici6 mediante la adicion de
20 pl de solucion de ECA (tampédn borato de sodio pH 8.3 que contiene ECA a una
concentracion de 0.1 mg/ml) y se incubd a 37 °C durante 30 min. La reaccion se
detuvo afnadiendo 250 pl de HCI 1 N. El &cido hipurico formado fue cuantificado por
cromatografia liquida de alta resolucion sistema (HPLC) Agilent series 1260 (Palo
Alto, California, E.U.A.) con detector de arreglo de diodos UV-VIS. La separacion se
llevé a cabo a 25 °C con una columna ZORBAX 300SB-C18, usando un sistema de
solventes con flujo de 0.8 ml/min. El solvente A fue acido trifluoroacético al 0.1% en
agua y el solvente B fue acido trifluoroacético al 0.1% en acetonitrilo. Se aplicé un
gradiente lineal de 0 a 80% de solvente B por 15 minutos. Se inyectaron 20 ul de

muestra y la absorbancia se configuré a 228 nm.

La inhibicién de la actividad ECA se expresé por la IC50, que es definido
como la concentracion de muestra (mg/ml) necesaria para inhibir la actividad de una
enzima o compuesto en un 50%. La IC50 se calculd utilizando la extrapolacion
grafica de los % de inhibicion de la ECA en funcion de las diferentes concentraciones
evaluadas(Donkor et al., 2007).

6.4.2 Actividad Antioxidante
Ensayo ORAC
Se sigui6 el procedimiento descrito por Davalos et al., (2004). La reaccion se

llevd a cabo en tampédn de fosfatos 75 mM (pH 7.4). La solucién de la muestra de
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interés (20 pl) y solucidén de fluoresceina (120 ul) se colocaron en el pozo de la
microplaca, se completé hasta 200 pL con el tampdn fosfato. La mezcla se pre-
incubé durante 15 min a 37 °C. Posteriormente, la solucién de AAPH (60 ul) se
anadioé rapidamente a los pozos. La microplaca se colocé inmediatamente en el
lector y la fluorescencia se registré cada minuto durante 151 min. La microplaca se
agita automaticamente antes de cada lectura. Se emple6 un pozo como blanco (FL
+ AAPH) con tampén fosfato en lugar de solucién antioxidante y ocho soluciones de
calibracién con Trolox (1-8 uM) como antioxidante control, también se llev6 a cabo
en cada ensayo. Todas las mezclas de reaccion se prepararon por duplicado. Cada
reaccion se realizé por triplicado. Con las curvas normalizadas, el area bajo la curva

de fluorescencia (ABC), se calcul6 con la siguiente ecuacion:

f==ily
Allc=1+ Z;;-_ i

Donde fo es la lectura de fluorescencia inicial a 0 min y fi es lectura de
fluorescencia en el tiempo i. EI AUC neto correspondiente a una muestra se calculd,
restando la ABS (Absorbancia) correspondiente al espacio en blanco. Los valores
de ORAC se expresaron como equivalentes de Trolox utilizando la curva estandar

calculada para cada ensayo.

Ensayo ABTS

Se utilizé la técnica descrita por Nenadis et al., (2004). Este método se basa
en la disminucion de la absorbancia de la soluciéon del radical ABTSe+, debido a su
reduccion por parte de compuestos antioxidantes. La técnica implica la produccién
directa del cation croméforo ABTSe+ verde-azul a través de la reaccion entre el
radical ABTS y el persulfato de potasio. La adicién de moléculas antioxidantes al
radical lo reduce al igual que el grado de decoloracion, estando en funcién de la
concentracion y el tiempo. Brevemente, se mezclaron 5 ml de una solucién acuosa
de 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS) 7mM y 88 ul de una
solucion de persulfato de potasio K25208 140 mM, conservandose en un lugar
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obscuro durante 12 h, para la generacion del radical. Terminado el tiempo, se
tomaron 500 pl de la solucidn para ser disueltos en 24 ml de etanol. La absorbancia
de esta solucion estuvo entre 0.7 y 1, leyéndose a una longitud de onda de 734 nm.
Se tomaron 20 ul de la muestra de interés, que fueron depositados a una microplaca
de 96 pozos, asi como etanol (blanco). Finalmente se agregaron 230 ul de solucién
ABTS, y se leyé la microplaca en un espectrofotémetro a una longitud de onda de
734 nm. Los resultados se presentan como el % de inhibicion del radical de una
concentracion conocida de la muestra
Ensayo DPPH

Se siguid el método descrito por Fukumoto & Mazza, (2000). Este método se
basa en el decremento de la absorbancia del radical DPHH+ cuando es reducido por
compuestos antioxidantes. Brevemente, el extracto etandlico (20 pL) se adicionaron
a una microplaca de 96 pozos, asi como etanol (blanco). Se les agregaron 200 pl
de solucion DPHH (150 uM), y se leyé en un espectrofotometro MultiSkan Go a una
longitud de onda de 520 nm. Los resultados se presentan como él % de inhibicién

del radical de una concentraciéon conocida de la muestra.

6.5 Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, los resultados se expresan
como la media * desviacion estandar (DE). Para el analisis de los resultados de los
tratamientos de extraccidbn proteica y del disefio experimental con ambos
modificadores se aplicO un analisis de varianza (ANOVA) y se realiz6 una
comparacién de medias de los tratamientos mediante la prueba de Tukey con un

0a=0.05, empleando el software estadistico R-project.
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7. Resultados
7.1 Caracterizacion proximal del material

La composicion proximal del chapulin se muestra en la Tabla 3. De la
caracterizacion de los insectos por cada 100 g (base seca), destacan su alto
contenido de proteina del 63.85 % y su fraccidn lipidica del 10 %. Respecto al
contenido de carbohidratos (23.09 %), alrededor del 8 % fue identificado como fibra
dietaria, de la cual, 2.18 % corresponde a fibra soluble y 5.91 % a fibra insoluble,
asi mismo, el contenido de quitina determinado fue del 5.18 %, la cual es catalogada
como fibra insoluble (Adamkova et al., 2017), por lo que practicamente la totalidad
de la fibra insoluble presente en esta especie de ortdptero corresponde a este
polisacérido. Las concentraciones de los compuestos determinados se encuentran
dentro del rango de lo reportado previamente por otros autores (Melo-Ruiz et al.,
2015; Rodriguez-Miranda et al., 2019).

Tabla 3. Caracterizacion proximal de Sphenarium purpurascens (% base seca).

Compuesto  Concentracion (%)

Proteina 63.85+0.33
Lipidos 10.06+0.48
Cenizas 3.00+0.06
Carbohidratos 23.09+0.68
Fibra soluble 2.18+0.11

Fibra insoluble 5.91+0.09
Quitina 5.18+0.40

Los datos se presentan como la media de 3 mediciones repetidas + la DE.

7.2 Concentrado proteico

Para la obtencion del concentrado proteico de chapulin se exploraron cuatro
condiciones de pH para la identificacion del punto isoeléctrico (Pl) de las proteinas,
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pues no se encontraron reportes sobre esta especie de insecto. Asi mismo, se
explord, a la par, un método de extraccion con la aplicacion de ultrasonido (pulsado
y continuo), reportado recientemente en otra especie de ortoptero, evitando el uso
de acidos y bases (Yoon et al., 2019b); el efecto del ultrasonido sobre la extraccidon
proteica se basa en la escision de los enlaces intra e intermoleculares, provocando

la ruptura celular por el efecto de cavitacion generado (Mishyna et al., 2019) .

En la Figura 13 se muestran los rendimientos de extraccidn proteica para cada
tratamiento respecto a la concentracion inicial de proteinas en el material (63.85
g/100 g). El analisis de los rendimientos de extraccion obtenidos de cada uno de los
tratamientos, indican que es sobre un pH 3 donde se obtiene el mejor rendimiento
de extraccion (p<0.0001) con 91.6+£0.57 %, seguido del tratamiento a pH 3.5
(87.5£1.69 %), ambos tratamientos sin mostrar diferencias significativas. En cuanto
al resto de tratamientos, tanto los otros 2 puntos de pH explorados (pH 4= 67.5+£3.46
y 4.5=61.3£11.31 %) como los tratamientos por ultrasonido continuo (51.2+1.20 %)
y pulsado (70.15+1.48 %) obtuvieron rendimientos menores al 75 %, valores que
pueden ser considerados como de bajo rendimiento (Yi et al., 2013). La diferencia
notable del rendimiento entre las dos variantes del tratamiento de extraccién por
ultrasonido pueden deberse principalmente al efecto de cavitacion mas severo
sobre los enlaces intra e intermoleculares de la fraccidn proteica de la muestra por
ultrasonido continuo en el tiempo explorado, lo que explicaria la menor recuperaciéon
de proteinas en el material una vez filirado y supondria obtener mejores

rendimientos de extraccion a tiempos de tratamiento menores (Choi et al., 2017).
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Figura 13. Rendimientos de extraccion de proteina en los tratamientos. Los resultados
representan la media de las concentraciones de proteina en los tratamientos (n=3) + la DE. La comparacién de
medias se realiz6 mediante la prueba de Tukey (a=0.05)

Los porcentajes de concentracién proteica obtenidos de cada uno de los
tratamientos se muestran en la Figura 14. Dentro de los tratamientos analizados, la
mayor concentracién se obtuvo a pH 3 con 74.02+0.69 % (p<0.0001), seguido del
tratamiento a pH 3.5 (71.86+1.28 %) e interesantemente el tratamiento con
ultrasonido por pulsos con una concentracién de 72.24+1.05 %, mientras que la
menor concentracion se obtuvo a pH 4.5 con 60.81+1.66 %. La identificacién del PI
de Sphenarium purpurascens resulta similar a lo reportado a otras especies de
ortépteros, tanto con especies filogenéticamente cercanas como Schistocerca
gregaria con un Pl entre pH 3.5 y 4 (Mishyna et al., 2019) como en especies menos
emparentadas como Gryllodes sigillatus con un Pl a pH 3 (F. G. Hall et al., 2017).
Como se menciond previamente el efecto de cavitacidbn ayuda a mejorar la
extraccion o la separacién de las proteinas de las demas moléculas presentes en el
material, dicha separacion puede observarse en la concentracion proteica similar a
las obtenidas a pH 3.5, sin embargo, para estos tratamientos el % de recuperacion

fue considerablemente menor, dejando la posibilidad de poder mejorar el
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rendimiento de extraccién con aplicacion de un disefio experimental para este fin,
aprovechando los beneficios que este método puede brindar. Con los resultados
obtenidos, se seleccioné el pH 3 como el pl de las proteinas de este insecto
comestible y el elegido para la obtencion de los concentrados proteicos para las

siguientes fases experimentales.
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Figura 14. Porcentajes de proteina de los concentrados obtenidos en los diferentes
tratamientos de extraccion. Los resultados representan la media de las concentraciones de proteina en

los tratamientos (n=3) + la DE. La comparacion de medias se realiz6 mediante la prueba de Tukey (a=0.05)

La caracterizacion del concentrado proteico seleccionado (Figura 15) se
presenta en la Tabla 4. El analisis de los datos obtenidos permite interpretar que el
aumento de la concentracién proteica se asocia principalmente a la separacioén de
la fraccidn lipidica del material inicial después del proceso de desgrasado, de tener
un valor inicial de 10.06 % a 0.65 %, mientras que la variacién en otros compuestos
parecer ser menos evidente, como el caso de las cenizas o los carbohidratos totales.
Sin embargo, en estos Ultimos cabe destacar que la fraccién categorizada como
fibra dietaria aumentd aproximadamente 2 veces respecto a su concentracion inicial,
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tanto la fibra soluble de una concentracion de 2.18 a 4.55 %, como la fibra insoluble
con 5.91 a 10.15 %. De esta ultima, como ya se mencion0, esta principalmente
conformada por la quitina, cuya concentracién también presenté un aumento, de un
valor de 5.18 a 8.75 %. Este aumento respecto a la concentracion total de
carbohidratos puede asociarse a la separacién de carbohidratos mas simples y
pequenos en el proceso de concentracion y a la conservacion de carbohidratos
complejos por las que estan conformados las fracciones de fibra dietaria, como la
quitina (Adamkova et al., 2017; Arrese, Estela & Soulages, Jose, 2010)

Tabla 4. Caracterizacion del concentrado proteico elegido.

Compuesto Concentracion (%)

Proteina 74.02+1.28
Lipidos 0.65+0.10
Cenizas 2.611£0.23
Carbohidratos 22.72+0.86
Fibra soluble 4.55+0.19
Fibra insoluble 10.15+0.22
Quitina 8.75+£1.02

Los datos se presentan la media (n=3) + la DE
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Figura 15. Concentrado proteico de chapulin

7.3 Hidrdlisis enzimatica del concentrado proteico empleando papaina

En la Figura 16 se muestra la evolucion del grado de hidrélisis (GH) del
concentrado durante los 180 min de duracién. El concentrado presenté un grado de
hidrdlisis inicial de 1.80+0.68 %, el cual puede relacionarse a la accion de proteasas
naturales presentes en los insectos tanto en la hemolinfa como en el sistema
digestivo (Kanost & Clem, 2012). La Figura 16 permite observar 3 tasas diferentes
a lo largo del proceso de hidrdlisis, con un aumento rapido durante los primeros 40
min de un valor inicial de 1.80 a 6.48 %, lo que indica una rapida hidrdlisis de los
enlaces peptidicos sobre las proteinas mas disponibles. En el intervalo de 40 a 120
min, la actividad proteolitica disminuyé ligeramente y disminuir nuevamente a partir
de los 120 min, estas disminuciones en las actividades de la enzimas pueden
asociarse a 3 principales razones: la disminucién de la concentracion de enlaces
peptidicos susceptibles a hidrélisis por esta proteasa, la inhibicion de la actividad
por productos de la hidrdlisis o la desnaturalizacion de la enzima, lo que disminuye
su actividad proteolitica (Qi & He, 2006). En ese aspecto, una de las limitantes en
la actividad enzimatica en este caso, puede deberse a que existe de manera natural
una fraccién de proteinas enlazadas otros compuestos como a la quitina (Price,
1973) o por la presencia de proteinas resistentes a la hidrélisis (Dion-Poulin et al.,
2020), ademas de los productos de inhibicion o de la disminucién de enlaces

peptidicos mas susceptibles a la hidrdlisis.
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Finalizado el proceso después de 180 min de reaccion, el grado de hidrdlisis
alcanzo el 10.64+1.45 %. Valor que resultd similar en el uso de papaina sobre un
concentrado proteico del ortoptero Locusta migratoria con 10.3 % a los 120 min de
reaccion (Purschke et al., 2018); no obstante, al comparar el efecto de esta misma
enzima y condiciones similares sobre otra fuentes proteicas resulté ser menor, como
15.34 % a los 120 min en un concentrado proteico de mosca soldado negra
Hermetia illucens (Batish et al., 2020) o 23.35% a los 180 min en un hidrolizado de
esturién chino Acipenser sinensis (Noman et al., 2018), aunque valores de GH con
mayor similitud también pueden ser encontrados, como 12.7 % en el uso de papaina
sobre suero de leche (Abadia-Garcia et al., 2016).
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Figura 16. Grado de hidrdlisis en el tiempo

En la Figura 17 se muestra la distribucion molecular de las proteinas a los
diferentes tiempos de la hidrélisis enzimatica. En el gel puede observarse la
presencia de bandas menores a los 25 kDa desde el tiempo 0, sin ver aumento en

la intensidad de las bandas a los 15, 30 y 60 min, pero es hasta los 90 min de
42



hidrélisis cuando se observan principalmente bandas menores a 20 kDa (GH
alcanzado de 8.21 %), esto puede indicar la hidrdlisis de proteinas poco solubles o
de mayor tamafo, como proteinas musculares o de vuelo, cuyos pesos moleculares
es mayor a 400 kDa (Bullard & Leonard, 1996). Interesantemente, en ningun tiempo
se observaron bandas entre los 30 kDa y 250 kDa, probablemente por tratarse de
proteinas insolubles o de poca solubilidad en el buffer de muestra, por estar
enlazadas a otros compuestos o bien, por la actividad limitada de la papaina sobre
las proteinas de este insecto. Las bandas menores a 15 kDa que se observan desde
el inicio de la reaccion pueden corresponder a proteinas presentes en la hemolinfa
con pesos moleculares menores a 12 kDa (Yi et al., 2013). Siguiendo, en el rango
de 14 a 30 kDa se pueden encontrar principalmente proteinas cuticulares del
insecto, mientras que la banda notablemente marcada que se observa alrededor de
los 25 kDa en todo los tiempos, puede asociarse a la proteasa similar a
quimotripsina con un peso molecular de 24 kDa (Yi et al., 2013), ademas su

conservacién en cada tiempo puede relacionarse a su resistencia a la hidrolisis.
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Figura 17. Distribucion molecular de las proteinas de chapulin a diferentes tiempos de
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7.4 Hidrdlisis por agua subcritica del concentrado

En la Tabla 5 se muestran los resultados de la determinacién del grado de

hidrolisis de los tratamientos utilizando ambos modificadores, asi como el

tratamiento control.

Tabla 5. Grado de hidrdlisis de los tratamientos empleando agua subcritica

Concentracién
Tratamiento Tem(ee(r)?tura P(rl\i;i;’))n mo d(iiiGCIa dor Grado de hidrélisis (%)
(M)

Big:rsggiito Acido citrico
1 130 20 1 44.56+0.92% 38.73+0.982
2 100 20 0.5 12.8740.12% 19.18+1.63¢
3 100 1 1 9.15+1.40% 34.16+1.38%
4 130 1 0.5 33.04+0.77° 37.63+2.002
5 115 10 0.75 19.06+1.47%¢ 18.34+0.89°
6 100 1 0.5 5.74+0.24"  11.22+2.05¢
7 130 20 0.5 20.36+2.88° 29.39+1.83°
8 100 20 1 7.22+0.89%" 21.63+2.18°
9 130 1 1 20.65+1.98° 35.19+1.47%

Control 115 10 - 15.06£1.26

Los valores se expresan como la media (n=3) = DE. Letras diferentes indican diferencias significativas (a=

0.05) empleando la prueba de Tukey.

Analizando los resultados obtenidos con los tratamientos con bicarbonato de
sodio, mediante la prueba de Tukey, se encuentra la mejor respuesta en el
tratamiento 1 (130 °C, 20 MPa y 1 M) con un grado de hidrélisis de 44.56 %,
diferenciandose completamente del resto de tratamientos, observando tratamientos
con grados de hidrdlisis incluso menores que el control con 15.06£1.26 %, como el
tratamiento 8 y 6.

El andlisis de los factores (Tabla 6) nos indica un efecto significativo de la

temperatura, pero también la presién y la concentracion del bicarbonato, la

44



interaccion doble Temperatura:NaHCOs y Presién:NaHCOs, pero siendo
destacadamente relevante la interaccion triple Temperatura:Presion:NaHCO:s.

Tabla 6. Analisis de los factores de los tratamientos con bicarbonato de sodio (NaHCO3)

Suma de Medias de Valor

Df cuadrados cuadrados F Pr(>F)
Temperatura 1 1748.7 1748.7 843.56 2.14 o
Presion 1 67.4 67.4 32.53 0.0004 ***
NaHCO; 1 23.0 23.0 11.08 0.010 *
Temperatura:presion 1 9.1 9.1 4.378  0.069 .
Temperatura:NaHCO3 1 49.3 49.3 23.790 0.001 >
Presion:NaHCO; 1 189.5 189.5 91.43 1.18 el
Temperatura:Presion: .
NaHCO; 1 521.1 521.1 251.37 2.51
Residuales 8 16.6 2.1

codificacién: 0 *** 0.001 ™**0.01 ™" 0.05 ."0.1 " "1

En el andlisis de las interacciones de estos mismos tratamientos (Figura 18)
podemos observar que, a 130 °C con la concentracién alta de modificador, el cambio
de la presion de 1 a 20 MPa promueve un aumento mas notorio en la respuesta que
cuando la temperatura esta 100 °C, efecto de la presion que resulta inverso cuanto
la concentracion esta a 0.5 M. Por otro lado, cuando se tiene la temperatura a 100
°C, el cambio de la presién cuando se tiene una concentracion de 1 M, el efecto del
cambio de la presién de 1 a 20 MPa reduce ligeramente la respuesta, pero cuando
se tiene una concentracion de 0.5 M, el efecto del cambio de la presién la mejora.
En general, se observa que la temperatura tiene una influencia sobre esta respuesta
también, pues mejores valores se obtienen cuando esta variable se encuentra a 130
°C.
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Figura 18. Perfil de interaccion triple de los factores de los tratamientos por agua subcritica
empleando bicarbonato de sodio sobre el grado de hidrdlisis

Las variaciones sobre los tratamientos observados se pueden asociar a que a
la disociacion del bicarbonato de sodio al ser disuelto en el agua con mayor
velocidad arriba de los 80 °C, en el ion bicarbonato (HCOs) y el ion de sodio (Na*),
y se va acelerando con el aumento de la temperatura. Con base en ello, esto puede
explicar los resultados del grado de hidrdélisis, pues a mayor temperatura, existe una
mayor descomposicién del modificador, provocando una mayor concentracion de
iones en el medio e induciendo entonces la hidrélisis del enlace peptidico. Asi
mismo, hay que tomar en cuenta el efecto de la presién sobre el comportamiento de
solubilidad del mismo, pues una presion de alta de 20 MPa a 130 °C, promueve un
comportamiento de descomposicidon mas homogéneo del bicarbonato de sodio y a
Su vez evita la precipitacion del carbonato de sodio, explicando la diferencia entre
el tratamiento 1 y 7 con el tratamiento 4 y 9. Mientras que la descomposicion del
modificador a temperaturas altas (130 °C) y presiones bajas (1 MPa) puede variar,
pues con el aumento de la temperatura a presion atmosférica o presiones bajas,
existe una disminucién en la solubilidad del bicarbonato, el cual precipita, y por ende
disminuye la presencia de iones para catalizar la reaccion pues no se permite el
ciclo del sistema carbonato (Bourcier et al., 2017; Waldeck et al., 1932). Mientras
que el efecto que se observa en los graficos de interaccion a 100 °C, asociado al
cambio de la concentracidén del modificador y la presidén se puede relacionar a que
el efecto a temperaturas bajas (100 °C) con una concentracién alta del modificador
y presiones altas, puede provocar un efecto adverso, pues la sobresaturacion del
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medio por el modificador puede verse influenciada por la alta presion, precipitando
al carbonato, limitando su solubilidad y por ende su accién como modificador en el
medio (Ho et al., 2009; Mahmoudkhani & Keith, 2009).

Siguiendo con los tratamientos con acido citrico, el analisis completo de
factores (Tabla 7) nos muestra que la interaccidn triple resulta significativa con la

temperatura siendo relevante.

Tabla 7. Andlisis de los factores de los tratamientos con acido citrico en el grado de hidrélisis

. Error Valor

Estimado estandar T Pr (>t)
(Intercepto) 386.28 73.79 5.23 0.0005 i
Temperatura -8.46 1.28 -6.60 9.93e-05 ***
Presion 9.99 1.07 9.34 6.28e-06 ***
Acido citrico 228.54 19.17 11.92 8.14e-07 ***
| ((Temperatura)A2) 0.04 0.005 8.05 2.10e-05 ***
Temperatura: Presion -0.08 0.009 -9.21 7.05e-06 ***
Temperatura:Acitrico -1.80 0.16 -10.92 1.71e-06 ***
Presion:Acitrico -13.47 1.35 -9.95 3.72e-06 ***
Temperatura: 0.11 0.01 9.69 4.62e-06 ***
Presion:Acitrico

Cadificacion: 0 *** 0.001 **" 0.01 *"0.05"."0.1 " "1

Para ambos modificadores, se realizé una prueba de curvatura para verificar
la existencia, para bicarbonato de sodio no se detectd, no obstante, para los
resultados con acido citrico se obtuvo un valor Delta de -11.19052, confirmando
curvatura. Con la identificacién de curvatura, se procedié a obtener proyecciones
por superficie de respuesta (Figura 19) para un mejor andlisis de los datos. En
proyecciones es posible ver el efecto de curvatura donde se aprecia una
disminucién general en la respuesta al pasar de 100 °C a 115 °C y nuevamente
aumentar al pasar a 130 °C. En estas proyecciones, es observable que la mejor
respuesta se encuentra en el tratamiento 1 con condiciones 130 °C, 20 MPay 1 M,
con un grado de hidrdlisis de 38.63 %. Observando los tratamientos a 130 °C, se
aprecia un efecto del cambio de la presiéon de 1 a 20 MPa sobre la concentracion
del modificador, donde este cambio en 1 M, incrementa ligeramente la respuesta y
un efecto contrario cuando la concentracion es de 0.5 M. Al cambiar a 100 °C, los
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efectos de la presion anteriormente mencionados resultan mas notorios, donde el

aumento en el nivel de este factor disminuye la respuesta cuando la concentracion
es de 1 My la aumenta cuando la concentracién es de 0.5 M.

Los efectos que se observan en la Tabla 5, sobre la variacion en el grado de
hidrélisis, asi como en la proyecciones de superficie de respuesta a 130 °C, se
puede explicar debido a que con el aumento de la temperatura, el agua se
comportaria como liquido “ordinario”, donde el acido citrico a temperaturas altas
tiende a perder su hidratacion, pudiendo conformar cristales de menor disolucién y
por ende, a menor concentracion de éste en el medio, menor sera la cantidad de
iones libres para la hidrdlisis del enlace peptidico (Apelblat, 2014). Mientras que a

100 °C, basandose en el mismo fendmeno, la presidon sobre la concentracion del
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Figura 19. Proyecciones de superficie de respuesta de GH de los tratamientos con acido citrico.

A: Proyeccion de tratamiento a 130 °C, B: Proyeccion de tratamiento a 115 °C, C: Proyeccién de tratamiento a 100 °C

modificador tiene un efecto en la dindmica de comportamiento del modificador y el
agua, al estar cercano al cambio de fase y por diferencia de densidad, podria verse
modificado el comportamiento, pues a una menor presion del medio (el acido citrico
junto con el agua), disminuye de densidad para un mayor efecto de penetracion
sobre la proteina y mejorar la hidrdlisis a dicha condiciéon, ademas cabe mencionar
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que a presion atmosférica (0.1 MPa) la solubilidad del acido citrico aumenta
conforme al aumento de la temperatura (Daneshfar et al., 2012; Nemdili et al., 2016).

Al comparar los efectos en general de la presencia de ambos modificadores
en esta respuesta, en acido citrico especificamente se obtiene resultados similares
en 4 tratamientos con niveles de factores distintos, 3 de ellos asociados
directamente a la alta temperatura del tratamiento, situacién que para bicarbonato
de sodio no se observa, diferencidndose de manera evidente el tratamiento 1 (130
°C, 20 MPa, 1 M) del resto, mostrando una GH mayor que con acido citrico,
mostrando una clara diferencia en el comportamiento de ambos modificadores en

esta respuesta.

Comparando los tratamientos con el control (solo agua), el cual alcanzé un
grado de hidrdlisis de 15,06 = 1,26%, se observa un mejor grado de hidrélisis, hasta
3 veces utilizando bicarbonato y de 2.5 veces con acido citrico como modificadores,
este comportamiento es similar a lo reportado por Espinoza & Morawicki (2012)
donde observé un aumento de hasta 4 veces en el grado de hidrélisis en un
hidrolizado de suero de leche usando bicarbonato de sodio en comparacién con
agua sola. Este efecto en el grado de hidrélisis también se ha observado cuando se
utilizan otros modificadores como el diéxido de carbono y el nitrégeno en los
subproductos de la industria pesquera (X. Zhu et al., 2008), o el &cido acético, acido
férmico, dioxido de carbono y el bicarbonato de sodio en proteinas de sardina
(Asaduzzaman et al., 2018).

Es importante mencionar que la eficiencia de la hidrdlisis por agua subcritica
en comparacion con distintas enzimas proteoliticas podria estar ligada a la fraccién
de proteina de insecto asociada a la quitina o su configuracién, dificultando la
hidrélisis por parte de estas ultimas, esto puede observarse al comparar el grado de
hidrélisis obtenido (10.64 %) utilizando papaina después de 3 horas de reaccion. Lo
reportado en la literatura respecto al uso de enzimas, sugiere que para alcanzar

valores similares que los obtenidos por los experimentos con agua subcritica, ha se
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requieren de tiempos largos de reaccidén o el uso de multiples enzimas como lo
reportan Yoon et al., (2019a) y Wang et al., (2013), respectivamente. Purschke et
al., (2018) reportaron un GH de hasta 41.6% en un hidrolizado de Locusta migratoria
usando una mezcla de diferentes proteasas (Alcalasa, Neutrasa, papaina, y
Flavourzyme), con un tiempo de reaccion de hasta 1440 min o lo reportado por
Batish et al., (2020) quienes hidrolizaron un polvo de Hermetia illucens usando
Alcalasa, papaina y pepsina por 120 min, obteniendo un DH de 18.34%, siendo
Alcalasa el mejor resultado.

Se realiz6 una electroforesis en gel SDS-PAGE para determinar la
distribucién molecular de los hidrolizados por agua subcritica, los cuales se
muestran en la Figura 20. Se us6 como referencia un marcador proteico en un rango
de 10 a 250 kDa en el primer carril, en el segundo carril el concentrado de proteina,
en el tercero el tratamiento control sin modificador, el cuarto y quinto, a los
hidrolizados con mayor grado de hidrélisis de cada modificador, el cuarto carril
correspondiente al tratamiento 1 (130 °C, 20 MPa, 1 M) con bicarbonato de sodio y

el quinto carril al tratamiento 1 con &cido citrico.

En cuanto al concentrado proteico, como en la electroforesis del hidrolizado
por papaina, podemos observar bandas débilmente marcadas entre 150 y 25 kDa,
correspondientes a algunas proteinas especificas, como la proteina inhibidora de la
melanizacién de 49 kDa, asi como algunas proteinas cuticulares (14-30 kDa) y
proteinas de la hemolinfa (<12 kDa) (Yi et al., 2013).

El control muestra una distribucién molecular mayoritariamente menor a 15
kDa, lo que puede asociarse a la generacion de fragmentos proteicos de bajo peso
molecular durante el proceso de hidrélisis por agua subcritica. En cuanto al
tratamiento con bicarbonato de sodio, en su carril se observa una amplia distribucion
molecular de 10 a 250 kDa, mientras que el tratamiento con acido citrico, se observa
una distribucién molecular mayoritariamente menor a 25 kDa, estas diferencias nos

brindan informacion sobre la modulacion que el uso de diferentes modificadores
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puede tener en la hidrélisis, con el uso de bicarbonato de sodio generando
fragmentos de diferentes tamanos y el uso de acido citrico, especialmente con
fragmentos de bajo peso molecular.

250 kDa
150 kDa
100 kDa
75 kDa
50 kDa

37 kDa

25 kDa
20 kDa

15 kDa

10 kDa

Figura 20. Electroforesis SDS-PAGE de hidrolizados de Sphenarium purpurascens con el
mayor GH de cada modificador. (M: Marcador, 1: Concentrado proteico, 2: Tratamiento control, 3:

Tratamiento con bicarbonato de sodio 1, 4: Tratamiento con acido citrico 1)

7.5 Actividad antioxidante de los hidrolizados por agua subcritica

7.5.1 Actividad antioxidante ABTS*
En la Figura 21 se muestran los resultados de la determinacion de la

actividad antioxidante de los tratamientos por agua subcritica utilizando ambos
modificadores, asi como el tratamiento control y de la hidrélisis enzimatica con
papaina después de 180 min.
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Figura 21. Actividad antioxidante ABTS* de los hidrolizados por agua subcritica. Los resultados
representan los promedios de la ICso del radical (n=3) * la desviacion estandar. La comparacién de medias se

realizé mediante la prueba de Tukey (a=0.05), letras diferentes indican diferencias significativas.

Comenzando con los tratamientos con bicarbonato de sodio, empleando la
prueba de Tukey la mejor respuesta se encuentra en el tratamiento 1 (130 °C, 20
MPa, 1 M) con una ICso de 513 pg/ml. El analisis de los factores (Tabla 8) nos
muestra que la temperatura y la concentraciéon del modificador, resultan ser factores
significativos para la modulacion de esta respuesta. También se muestra con
significancia estadistica la interaccion Temperatura:NaHCOs y una interaccion triple
de los factores. No se detectd curvatura en los tratamientos (delta 0.1685259).
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Tabla 8. Analisis de los factores de los tratamientos con bicarbonato de sodio en la actividad
antioxidante ABTS*

Suma de Medias de  Valor

cuadrados cuadrados F Pr(>F)
Temperatura 1 1512.9 15129 13050 210
Presion 1 0.0 0.0 0.001 0.97
NaHCO; 1 563.9 563.9 48.64 1x108 =
Temperatura: Presion 1 0.0 0.0 0.00 0.99
Temperatura:NaHCO3 1 125.6 125.6 10.83 0.01 *
Presion :NaHCO3 1 6.8 6.8 0.58 0.46
Temperatura:Presion:NaHCO; | 1 103.2 103.2 8.90 0.17 *
Residuales 8 92.7 11.6

Cadificacion: 0 “*** 0.001 ™*" 0.01 " 0.05 ." 0.1 " " 1

En las proyecciones de las interacciones de los factores (Figura 22), destaca
el efecto de la temperatura, donde de manera general, a 130 °C, se obtiene mejores
resultados. De los tratamientos con el nivel de temperatura alta (1, 4, 7y 9), es
observable que una mayor concentracion del modificador mejora la respuesta.
Fijandose en los tratamientos con niveles altos de temperatura y de la concentracion
del modificador, es posible observar que hay un efecto al cambio de la presion de 1
a 20 MPa, que si bien, no es significativo, el aumento de este factor si mejora la
respuesta ligeramente. Efecto que resulta similar, pero de manera inversa, en los
tratamientos con temperatura alta y baja concentracion de modificador (4 y 7),

donde el aumento de la presion disminuye la respuesta.

Pasando a observar los resultados de los tratamientos con temperaturas
bajas, de estos tratamientos, se puede observar que el cambio de la presion tanto
a la concentracién de 0.5y 1 M, tiene un efecto en la modulacién de esta variable
(como se observé a 130 °C) respuesta pues se puede observar claramente la
diferencia entre los tratamientos con concentracion baja de modificador (T2 y T6,
aumentando hasta un 8 % en la inhibicidbn aproximadamente). Efecto que se
observa de manera inversa cuando la concentracién esta a 1 M, pues el aumento
de la presién disminuye la respuesta.
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Figura 22. Proyeccion de interaccion triple de los factores de los tratamientos con

bicarbonato de sodio en la actividad de antioxidante de ABTS*.

Respecto a los tratamientos con acido citrico, la mejor respuesta se obtuvo

en el tratamiento 1 (130 °C, 20 MPa y 1 M) con una ICso de 330 ug/ml, seguido del

tratamiento 9 diferenciandose por el nivel de la presién (Figura 21)

El analisis de los factores de los tratamientos (Tabla 9), nos muestra como

significativa la interaccion Presion:Acitrico, no obstante, la interaccién triple resulta

mas relevante. El analisis de curvatura arroja un valor delta de 2.274, mostrando

una ligera curvatura positiva.

Tabla 9. Analisis de los factores de los tratamientos con acido citrico en la actividad

antioxidante ABTS*

(Intercepto)

Temperatura

Presion

Acitrico

| (Temperatura)A2)
Temperatura: Presion
Temperatura:Acitrico
Presién:Acitrico
Temperatura:Presion:Acitrico

Estimado Errc')r Valor Pr
estandar T (>t)
-211.48 151.37 -1.39 0.19
3.54 2.62 1.34 0.21
3.07 2.19 1.40 0.19
21.37 39.32 0.54 0.59
-0.013 0.011 -1.16  0.27
-0.026 0.018 -1.41  0.19
-0.104 0.33 -0.30 0.76
-717 2.77 -2.58 0.029 -~
0.063 0.02 265 0.026 ~

Cadificacion: 0 *** 0.001 ™*** 0.01 ™" 0.05 "." 0.1 " *
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En la proyeccion por superficie de respuesta (Figura 20) se puede observar
el efecto relevante de la temperatura, pues los tratamientos con el nivel alto de este
factor son los que muestran mejores resultados en general. Observando los
tratamientos a 130°C, es notorio que una mayor concentracion del modificador
mejora la respuesta y en ambas concentraciones (0.5 y 1) la presion ejerce un efecto
similar, con el cambio de 1 a 20 MPa mejorando la inhibicion, no obstante, el efecto
es mas notable cuando la concentracién es de 1 M.

En los tratamientos con el nivel de bajo de temperatura (100 °C), el efecto del
cambio de la presion se hace relevante, ya que al tener una concentracion de
modificador alta (Tratamientos 3 y 8), entonces el cambio de presion de 1 a 20 MPa
reduce la respuesta casi en un 40 %. Mientras que, en el nivel bajo de concentracion

del modificador, el cambio de la presion no muestra efecto.

Esta diferencia entre los tratamientos por el efecto de la presién se podria
asociar a un mayor comportamiento del agua como liquido ordinario, lo que podria

dar un comportamiento mas homogéneo del acido, como se observd previamente
en el GH.
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Figura 23. Proyecciones de superficie de respuesta de los tratamientos con acido citrico en
la actividad antioxidante de ABTS". A: Proyeccion de tratamiento a 130 °C, B: Proyeccién de tratamiento a 115

°C, C: Proyeccion de tratamiento a 100 °C
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El tratamiento con la mejor actividad antioxidante en ambos modificadores
fue a 130 °C, 20 MPa y 1M con 330 pg/ml y 513 pg/ml para &cido citrico y
bicarbonato de sodio, respectivamente. Al comparar los tratamientos entre
modificadores, si bien muestran resultados similares, los tratamientos con acido
citrico muestran mejores respuestas en general, que podrian estar asociadas a la
distribucién molecular de los hidrolizados obtenidos dependiente del modificador,
asi como la carga y el pKa en la cual se encuentren los aminoacidos con la
capacidad de donar protones o electrones, caracteristicas que mide el método
empleado (Londofio Londofio, 2012). Los aumentos observados en la inhibicién de
este radical en ambos modificadores como ya se menciond, estan relacionados con
el aumento de la temperatura, similar a lo observado por Jeong et al., (2021) en
hidrolizados por agua subcritica de Mytilus edulis y lo reportado por Cho et al.,
(2020) en un hidrolizado de Achatina fulica. Por otro lado al observar lo publicado
por Asaduzzaman et al., (2018), donde el uso modificadores en la hidrélisis de
musculo de caballa, son los tratamientos empleando bicarbonato de sodio e incluso
el agua sola las que resultan mostrar mejores resultados en la inhibicion de este
radical que el uso de acidos, como el 4cido acético y el férmico en la reaccion, no
obstante, cabe aclarar que estos tratamientos fueron realizados a temperaturas
mayores (220 y 260 °C) y presiones diferentes, lo podria promover una dinamica
diferente en el uso de estos catalizadores en la reaccién y por ende los productos
de la hidrdlisis, explicando estas diferencias.

La mayor parte de los tratamientos con uso de modificadores mostraron una
mejor actividad ante el radical ABTS que el agua sola (ICso 1.42+£0.24 mg/ml) pero
menores que lo obtenido del hidrolizado con papaina después de 180 min con una
ICs0 de 186 pg/ml, asociandolo a la especificidad de corte que puede ejercer la
papaina y a la produccion de fragmentos de bajo peso molecular con mayor
actividad antirradicalaria. Las actividades obtenidas con los mejores tratamientos
fueron similares a las reportadas para un hidrolizado de Ulomoides dermestoides
con un ICso de 400 ug/ml utilizando proteasas de A. Oryzae (Flores et al., 2020),
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pero menores al compararlos con lo obtenido en un hidrolizado de Schitocerca
gregaria (ICso 95.16 ug/ml) empleando enzimas digestivas (Zielinska et al., 2017) y
en Liza klunzingeri (1Cso 120 ug/ml) empleando papaina (Rabiei et al., 2019).

7.5.2 Actividad antioxidante DPPH
Los resultados de la determinacion de la actividad antioxidante DPPH de los

tratamientos por agua subcritica utilizando ambos modificadores, asi como el
tratamiento control y el de la hidrélisis enzimética con papaina después de 180 min,

se pueden observar en la Figura 21.
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Figura 24. Actividad antioxidante DPPH de los hidrolizados por agua subcritica. Los
resultados representan los promedios de la ICso del radical (n=3) * la desviacién estandar. La comparacién de
medias se realizé mediante la prueba de Tukey (a=0.05), letras diferentes indican diferencias significativas.

De los tratamientos con bicarbonato de sodio, la prueba de Tukey nos indica
la mejor respuesta en el tratamiento 3 (100 °C, 0.5 M y 1 MPa) con una ICso de
20.60 mg/ml. EIl analisis completo de factores (Tabla 10) nos muestra el efecto
significativo de la interaccion triple con una importante influencia de la temperatura.
No obstante, también es observable la significancia de las interacciones dobles. Se
detectd curvatura en los tratamientos (delta -4.46).
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Tabla 10. Analisis de los factores de los tratamientos con bicarbonato de sodio en la actividad
antioxidante DPPH

. Error Valor Pr

Estimado estandar T (>t)
(Intercepto) 468.82 126.26 3.71  0.004 **
Temperatura -8.68 2.19 -3.96 0.0083 **
Presion 4.96 1.83 271 0.024 ~
NaHCO; 156.49 32.79 477 0.001 **
| ((Temperatura)A2) 0.04 0.009 433 0.001 **
Temperatura: Presion -0.04 0.015 271 0.02 ~*
Temperatura:NaHCOs e L e ?X1 L
Presion:NaHCO; -8.97 2.31 -3.87 0.003 **
Temperatura:Presion:NaHCO; | 0.07 0.01 3.88 0.003 **

Caodificacion: 0 *** 0.001 ™*0.01 " 0.05"."0.1 " "1

Se obtuvieron proyecciones de superficie de respuesta para observar los
efectos de los tratamientos (Figura 22). En esta ocasion se observa ligeramente
mejores resultados cuando la temperatura esta a 100 °C. Con los tratamientos con
temperatura de 130 °C con concentraciéon a 1 M, el efecto del aumento de la presion
mejora la respuesta, efecto que no se observa cuando la concentracién del
modificador estd a 0.5 M. En los tratamientos con 100 °C, también se observa que
cuando la concentracion esta a 0.5 M, el cambio de la presion no tiene un efecto
evidente, pero cuando la concentracion esta a 1 M, este cambio de 1 a 20 MPa,
disminuye notablemente la respuesta. Resulta interesante observar que el
tratamiento con el nivel de temperatura y presion bajos y la mayor concentracion de
bicarbonato sea el que mayor inhibicién al radical DPPH presenta, respuesta que
disminuye cuando la concentracién cambia a 0.5 M.

La comparacion de los tratamientos no indica similitudes entre ellos,
diferenciandose de manera marcada unicamente el 3 y el 9. La menor inhibicién lo
muestran los tratamientos 9 y 5.

Los resultados obtenidos en el tratamiento 3, podrian asociarse a que a 100
°Cy 0.5 MPa, el agua presenta ligeramente una menor densidad y la presencia del

bicarbonato aumenta la hidrélisis del enlace peptidico, como puede observarse en
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el GH, que si bien no resulta el mejor valor de GH alcanzado, el efecto de mayores
presiones o temperaturas promueve una mayor generacion de iones carbonato en
el medio y de su precipitacién, lo que podria disminuir la capacidad de inhibir el
radical DPPH, asociado a los fundamentos del procedimiento por la presencia de
iones inorganicos (Kedare & Singh, 2011).
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Figura 25. Proyecciones de superficie de respuesta de los tratamientos con bicarbonato de
sodio en la actividad antioxidante de DPPH. A: Proyeccion de tratamiento a 130 °C, B: Proyeccién de

tratamiento a 115 °C, C: Proyeccion de tratamiento a 100 °C.

Respecto a los tratamientos con acido citrico la prueba de Tukey nos indica
la mejor respuesta en el tratamiento 1 con 130 °C, 20 MPay 1 M con una ICso de
4.06 mg/ml. El analisis completo de factores (Tabla 11) nos muestra el efecto
significativo de la interaccion triple con una importante influencia de la temperatura.
Con la identificaciébn de interacciones dobles como Temperatura:Presion vy

Presion:Acitrico. El andlisis de curvatura nos da un valor delta de 9.39, confirmando
curvatura.

Tabla 11. Anadlisis de los factores de los tratamientos con acido citrico en la actividad
antioxidante DPPH

. Error Valor
Estimado estandar T Pr (>t)
(Intercepto) -924.59 171.46 -5.39  4x104
Temperatura 15.46 2.97 5.19 5x104  ***
Presion 717 2.48 2.88 0.01 *

59



Acitrico 28.60 44.54 0.64 0.53

| ((Temperatura)A2) -0.06 0.01 -4.80  9x10*  ***
Temperatura: Presion -0.07 0.02 -3.32  0.008 >
Temperatura:Acitrico -0.02 0.38 0.07 0.94
Presion:Acitrico . -9.94 3.14 -3.16  0.01 *
Temperatura:Presién:Acitrico | 0.09 0.02 3.44 0.007 **

Cadificacion: 0 *** 0.001 **" 0.01 *"0.05"." 0.1 " "1

Se obtuvieron proyecciones de superficie de respuesta para observar los
efectos de los tratamientos (Figura 23). Al observar las proyecciones de los factores
de los tratamientos, puede verse que, a altas temperaturas y concentraciones del
modificador a 1 M, el efecto en el cambio de la presion no ejerce un cambio
significativo en la respuesta (observando tratamientos 1 y 9 resultan similares), no
asi cuando la temperatura alta y la concentracién es baja (tratamientos 7 y 4), el
cambio en la presién si ejerce una modulacién notable en la respuesta,
disminuyendo la respuesta al aumentar la presion. Siguiendo con los tratamientos
a altas temperaturas, el cambio de la concentracién en los tratamientos con presion
alta (1y 7) es posible observar una disminucién de hasta un 50 % aproximadamente
en la respuesta (tratamiento 7).

Al cambiar a los tratamientos con temperatura baja y una concentracién alta
del modificador (8 y 3) nuevamente es posible ver el efecto del cambio de la presion,
donde a una menor presion se obtiene una mejor respuesta en ambas
concentraciones del modificador. Observando también los tratamientos con
temperatura baja y una presién fija, ya sea a 20 MPa (2 y 8 o 1 MPa (3 y 6), el
cambio de la concentracién tiene un efecto en la respuesta, donde los tratamientos
con la mayor concentracion del modificador muestran una mejor respuesta (Figura
23).

Los tratamientos con acido citrico en general muestran mejores rendimientos
de inhibicién que los tratamientos por bicarbonato de sodio. Observando los efectos
de los factores a detalle, se observa el efecto de la hidrélisis asociada
principalmente por la temperatura y la concentracion del modificador, donde la
inhibicion del radical se puede estar dando por los aminoacidos terminales de los
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péptidos donde la hidrodlisis fue efectuada aunado al pKa que se encuentren debido
al pH promovido por la presencia del acido citrico.

Si bien, observando el resultado previo de grado de hidrélisis del T1 el
resultado en la inhibicidén del radical no fue tan buena, esto nos podria a dar indicios
sobre ciertas diferencias o la modulacion diferencial entre cada condicion probada.
Siendo los tratamientos a mayor temperatura promoviendo hidrélisis en residuos
con mayor potencial para la donacién de electrones y H+ o bien, en la generacién
de fragmentos mas pequefios que tengan una mejor habilidad para esta misma

inhibicion, esto pudiéndose corroborar con la electroforesis en gel.
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Figura 26. Proyecciones de superficie de respuesta de los tratamientos con acido citrico en

la actividad antioxidante de DPPH. A: Proyeccién de tratamiento a 130 °C, B: Proyeccién de tratamiento a 115

°C, C: Proyeccion de tratamiento a 100 °C

El tratamiento con la mejor actividad antioxidante fue a 130 °C, 20 MPay 1M
para acido citrico con 4.06 mg/ml y para bicarbonato de sodio a 100 °C, 1 MPa y
1M con una ICso0 de 20.59 mg/ml. Los hidrolizados donde se implementé bicarbonato
de sodio mostraron menor actividad de captacién de radicales libres DPPH que
todos los tratamientos con acido citrico y el control (12.97+1.4 mg/ml), no obstante,
mostrd en algunos tratamientos una mejor ICso que la hidrélisis enzimatica, la cual
alcanza una IC50 de 28 mg/ml. El uso de bicarbonato de sodio como modificador

parece reducir la actividad de inhibicion cuando se compara con los resultados
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obtenidos por el tratamiento utilizando acido citrico, esto podria asociarse también
al pH al cual el medio se encuentra por la adicion de este compuesto, disminuyendo
la capacidad de donacion de electrones y H+ por el pKa en el cual se encuentren
las proteinas o bien, secuestrandolos por los iones derivados de la descomposicion
del bicarbonato de sodio, disminuyendo dicha actividad (Gunner et al., 2006).

Lo observado para ambos modificadores resulta a las concentraciones 1Cso
reportadas por Melgosa et al., (2020) en hidrolizados de subproductos de la pesca
de sardina, determinando concentraciones de hasta 0.81 mg/ml con material
previamente desgrasado y de 3.18 mg/ml en material sin desgrasar a 140 °C,
destacando que con el aumento de la temperatura fueron observadas
concentraciones mas altas de hasta 3.56 mg/ml a 250 °C, en su material sin
desgrasar. Asi mismo, comparando con hidrolizados enzimaticos, el mejor
tratamiento de ambos modificadores tuvo una actividad contra DPPH similar a la de
un hidrolizado de larva de Musca domestica con un ICso de 2.5 mg/ml, usando
Flavorzyme y Alcalasa (Wang et al., 2013), pero inferior a los resultados de un
hidrolizado de otro ortéptero (Gryllus assimilis) con una ICso de 455 ug/ml, usando
Flavorzyme (de Matos et al., 2021).

7.6 Actividad de inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina | (ECA)

En la Figura 24, se muestran los resultados de la determinacion de la actividad
inhibitoria de la ECA de los tratamientos por agua subcritica utilizando ambos
modificadores.
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Figura 27. Actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina | de los
hidrolizados por agua subcritica. Los resultados representan los promedios de la ICso de la actividad de

la enzima (n=3) % la desviacion estandar. La comparacion de medias se realiz6 mediante la prueba de Tukey

(a=0.05), letras diferentes indican diferencias significativas

De los tratamientos con bicarbonato de sodio, si bien la prueba de Tukey no
nos indica diferencias significativas, en promedio, la mejor respuesta se obtiene en
el tratamiento 1 (130 °C, 1 M y 20 MPa) con una ICso de 1.72 mg/ml. El analisis
completo de factores (Tabla 12) nos indica a la temperatura como una variable

ligeramente significativa. No se detecto6 curvatura en los tratamientos (delta: 0.13).
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Tabla 12. Analisis de los efectos de los tratamientos con bicarbonato de sodio en la actividad
inhibitoria de la ECA

Suma de Medias de  Valor

cuadrados cuadrados F Pr(>F)

Temperatura 1 1.01 1.01 3.21 0.11
Presion 1 0.37 0.37 1.18 0.30
NaHCO; 1 0.68 0.68 217 0.17
Temperatura: Presion 1 0.25 0.25 0.80 0.39
Temperatura:NaHCO; 1 0.06 0.06 0.21 0.65
Presion :NaHCO; 1 0.32 0.32 1.03 0.33
Temperatura:Presion:NaHCO; | 1 0.09 0.09 0.29 0.60
Residuales 8 2.53 0.31

Codificacion: 0 *** 0.001 ™*"0.01 ™" 0.05 "." 0.1 " "1

En las proyecciones de las interacciones de los factores (Figura 25), no se
observa interaccién destacable, aunque si ligeramente el efecto de la alta
temperatura a una concentracion de 1 M. De los tratamientos a 100 °C, se observa
una mejor respuesta en los tratamientos a una concentracion 1 M sin ver un efecto
en la variacion de la respuesta al cambiar la presién. A 130 °C, nuevamente se
observa una mejor respuesta cuando la concentracion del bicarbonato esta a 1 M,
en la cual el cambio de presién no tiene efecto de la variacion de la respuesta, mas
no asi, cuando la concentracion es de 0.5 M, mejorando la respuesta al cambiar la
presidbn de 1 a 20 MPa. Las ligeras diferencias observadas en los tratamientos
pueden asociarse al mayor grado de hidrélisis que presentan los tratamientos con
mayor temperatura, que pudiesen estar generando ligeramente una mayor cantidad
de fragmentos de bajo peso molecular con las caracteristicas apropiadas para la
inhibicién de la enzima, aun cuando ya ha sido observado que el uso de este
modificador promueve la principalmente generacién de péptidos de alto peso
molecular.
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Figura 28. Proyeccion de interaccion triple de los factores de los tratamientos con

bicarbonato de sodio en la actividad de inhibicion de la ECA.

Respecto a los tratamientos con &cido citrico, el analisis de las diferencias entre

tratamientos por la prueba de Tukey, como mejor tratamiento aquel con condiciones 130

°C, 20 MPa y 1 M con una ICso de 0.142 mg/ml, no obstante, es importante destacar a

los tratamientos 2 y 3 con una IC50 de 0.195 y 0.180 mg/ml respectivamente,

considerando que resultan en buenas respuestas, pero con condiciones bajas de

temperatura.

El andlisis de factores (Tabla 13) nos muestra el efecto significativo de la interaccion

triple. Si bien el andlisis de curvatura nos confirma la existencia de ella, el valor de la R?

ajustada del modelo resulta ser de 0.34, por lo que la proyeccién de la superficie de

respuesta que se pueda obtener no resulta confiable.
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Tabla 13. Analisis de los factores de los tratamientos con acido citrico en la actividad
inhibitoria de la ECA

Suma de Medias de  Valor

b cuadrados cuadrados F Pr(>F)

Temperatura 1 0.01 0.01 0.75 0.41
Presion 1 1x104 1x104 0.006 0.94
Acitrico 1 2x104 2x104 0.01 0.91
Temperatura:Presion 1 0.05 0.05 2.63 0.14
Temperatura:Acitrico 1 0.03 0.03 1.62 0.23
Presion:Acitrico 1 0.06 0.06 3.15 0.11
Temperatura:Presion:Acitrico | 1 0.09 0.09 4.44 0.06
Residuales 8 0.16 0.02

Codificacion: 0 *** 0.001 ™*"0.01 " 0.05"."0.1 " "1

En la proyeccién de las interacciones de los factores (Figura 26), se observa
de manera general, que una mayor temperatura genera mejores una mayor
inhibicién de ECA. De forma mas detallada, los tratamientos a 130 °C con una mayor
concentracion del modificador tienen concentraciones ICso menores, mejorando
ligeramente la respuesta con el cambio de presién de 1 a 20 MPa para ambas

concentraciones.

Ahora bien, analizando la grafica de interaccion de los factores en los
tratamientos a 100 °C, se puede observar el efecto del cambio de la presiéon en
ambas concentraciones, mejorando la respuesta el aumento de la presién a 0.5 M
y disminuyéndola cuando ésta se encuentra a 1 M. A 100 °C, es perceptible la
eficiencia o ventajas del uso del modificador y el efecto del uso del &cido citrico en
la generacidn de fragmentos de bajo peso molecular por la capacidad de inhibir la
actividad de la ECA, permitiendo obtener buenas respuestas en esta variable con
un menor gasto energético o en la cantidad del modificador.
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Figura 29. Proyeccion de interaccion triple de los factores de los tratamientos con acido
citrico en la actividad de inhibicion de la ECA.

Al analizar en conjunto las actividades inhibitorias de la ECA de los
tratamientos en ambos modificadores, se observa que las mejores respuestas
obtenidas son donde se emplea acido citrico en todos los tratamientos, que puede
atribuirse a los fragmentos de bajo peso molecular aun en tratamientos con bajo
grado de hidrdlisis y probablemente a la modulacién diferenciada en el corte de
aminoacidos especificos de los péptidos que pueda inhibir el sitio activo de la

enzima.

Solamente los tratamientos con acido citrico mostraron una mejor inhibicién
de la actividad de la ECA, comparado con el tratamiento control (ICso 0.38+0.09
mg/ml), este ultimo generando principalmente fragmentos de bajo peso molecular
que pueden estar asociados a su mejor actividad. En los tratamientos 1,2, 3y 7 se
obtuvieron las mejores concentraciones de inhibicidén, estas resultan similares a
tratamientos a mayor temperatura empleando agua subcritica (sin modificadores)
como lo reportado por Jeong et al., (2021) para un hidrolizado de Mytilus edulis
obtenido a 180 °C durante 30 min con concentraciones ICso de 150 pg/ml, no
obstante, la eficiencia en la generacién de péptidos con las caracteristicas
adecuadas para la inhibicién de la ECA esta influenciada también por el origen y/o
composicion del material a ser hidrolizado, pudiendo obtener concentraciones 1Cso
bajas sin el empleo de altas temperaturas o modificadores como lo reportado por
Cho et al., (2020), para hidrolizados de Achatina fulica con ICso de 34.50 pg/ml a

100 °C y de hasta 7.91 pg/ml a 200 °C. Los tratamientos con bicarbonato de sodio
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obtuvieron actividades de inhibicion de la ECA similares a los obtenidos por
Asaduzzaman et al.,, (2018) en hidrolizados de macarela empleando este
modificador a 0.6 M por 3 min, con concentraciones de 2.5 mg/ml a 220 y 260 °C,
aun cuando estos hidrolizados alcanzan GH de 99.5 %, pudiendo asociar esta baja
eficiencia en la inhibicion de la actividad o de la presencia de péptidos adecuados
para su inhibicién, a la generacidén de aminoacidos libres y de compuestos de
degradacion asociado a la alta temperatura, por lo que seleccionar las condiciones
adecuadas del uso de los modificadores de acuerdo al objetivo que se quiera lograr
resulta de gran relevancia. Para ambos modificadores es destacable el uso
adecuado de estos para mejorar las condiciones hidroliticas del medio sin recurrir a
temperaturas que puedan generar la degradacién de aminoacidos, asi como un
ahorro energético para la obtencién de hidrolizados con diferentes bioactividades y

caracteristicas y de su efecto sobre la matriz a ser implementados.

Comparando los resultados obtenidos con hidrolizados enziméatico, las
mejores actividades inhibitorias fueron similares a las reportadas para un hidrolizado
de Alphitobius diaperinus usando Corolase PP después de 6 horas de reaccién
(Sousa et al., 2020) o las reportadas por Hall & Liceaga (2020) para un hidrolizado
de otra especie de ortéptero Gryllodes sigillatus usando Alcalasa asistida con

microondas con una ICso de 0.2 mg/ml.

Para un analisis de datos integrados, se realizd un analisis de componentes
principales (ACP) (Figura 27). Para facilitar el analisis e identificacion, cada
tratamiento fue codificado y se muestran en la tabla adjunta con las respuestas
obtenidas para cada variable (Tabla 14).

La proyeccion ACP recupera el 87.3% de la informacién, por lo que puede
considerarse confiable. La primera dimension recupera el 61.7% de la informacién,
este eje nos permite diferenciar en su lado positivo aquellos tratamientos que se
caracterizan por un bajo grado de hidrélisis y una concentracion de ICso
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relativamente alta, mientras que, en su lado negativo, aquellos tratamientos con alto

GH y baja ICso0 para la inhibicion de todas las actividades biolégicas in vitro.

La segunda dimensién recupera el 25.6% de la informacion. Este eje nos
permite diferenciar relativamente, en su lado positivo, aquellos tratamientos con una
GH que se podria considerar alta y con concentraciones altas de ICso para DPPH y

ECA, pero con una ICso baja para ABTS.

En la proyeccion ACP se puede observar la diferenciacion de los tratamientos
con acido citrico y los de bicarbonato de sodio, pues mientras los primeros se
posicionan mayoritariamente como tratamientos con mejores capacidades de
inhibicién en general con diferentes GH, los segundos presentan GH mas dispersos
con las actividades biologicas son menores. Estas diferencias entre ambos
modificadores como ya se observd en el gel de electroforesis, el uso de acido citrico
genera principalmente fragmentos de bajo peso molecular con una mayor capacidad
para ejercer una actividad biolégica (Bhandari et al., 2020), incluso en tratamientos
con bajo GH.

Lo anterior permite mencionar que los GH elevados no son determinantes
para mejores actividades biolégicas con los tratamientos realizados y el impacto de
la modulacién de los 3 factores para la efectividad de la hidrdlisis y el uso del
modificador adecuado.

En la proyeccién se pueden ver grupos de tratamientos como el 11, 13, 14,
17 y 19, que se caracterizan por tener alta GH y baja 1Cso, todos ellos usando acido
citrico como modificador, y a pesar de la dependencia de temperatura (donde cuatro
de los tratamientos son de alta temperatura), la modulacién de los 3 factores es
relevante para mejorar la respuesta, al observar las diferencias entre ellos y
especialmente al ver el tratamiento 13. Entre todos los tratamientos proyectados,
destaca el tratamiento 11 siendo el tratamiento con mejores respuestas relativas,
seguido del tratamiento 14y 19.
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Los tratamientos 1, 4 y 9 son tratamientos que usan bicarbonato de sodio y
se caracterizan por tener GH considerada relativamente buena y con ICso alta para
DPPH y ECA pero ICso baja para ABTS. Con ellos, se puede mencionar que el efecto
positivo en la hidrdlisis por el uso de bicarbonato de sodio es mas dependiente de
la temperatura (en comparacidn con los tratamientos con acido citrico), sin embargo,
la generacion de fragmentos de alto peso molecular limita la actividad en la
inhibicién de la ECA, asi como la interferencia que pueden ejercer los iones
inorganicos en la metodologia DPPH, pero no limitando su capacidad para la
inhibicién del radical ABTS.

Los tratamientos 12, 18, 19 y 10 (siendo este ultimo el control), no se
destacan en ninguna variable. Los tratamientos 2, 3 y 8 como tratamientos con baja
GH y altas ICs0, que, si bien resultan tener bajas respuestas, el tratamiento 6, es el
que se destaca principalmente por tener bajas respuestas en las cuatro variables.

PCA - Biplat

...........................................................................................................

Dimd (61 T%)

Figura 30. Proyeccion de analisis de componentes principales de los tratamientos de

ambos modificadores y control
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Tabla 14. Grado de hidrolisis (GH%), concentracion IC50 para la actividad antioxidante
(DPPH y ABTS) e inhibidora de la ECA obtenida los tratamientos de ambos modificadores.

Tratamiento

Codigo (T °C/MPa/M)  GH % ICso DPPH  10s0 ABTS  ICso ECA
1 BS 130/20/1  44.56+1.45" 28.19:0.69"° 0.51:0.02" 1.72:0.24"
2 BS 100/20/0.5 12.87+0.12°" 27.83+4.13"° 1.37:0.10°" 2.43:0.85"
3 BS100/1/1  9.1521.40°7 20.60£0.67" 0.910.07° 2.30%0.93"
4 BS 130/1/0.5 33.04:0.77° 26.61+3.60"" 0.7440.03° 2.75:0.74"
5 BS 115/10/.75 19.06+1.47°" 51.80£9.12° 0.89£0.09° 2.32+0.65"
6 BS 100/1/0.5  5.74:0.24 31.1728.46" 2.05:0.08° 2.77%0.16"
7 BS 130/20/0.5 20.36+2.88° 27.74+2.92"° 0.86:0.01° 1.75:0.26"
8 BS 100/20/1  7.220.89° 32.07+4.70"° 1.19:0.15°° 2.28+0.21"
9 BS 130/1/1  20.65+1.98° 52.3048.57° 0.52+0.04"° 1.7620.15"

10 Ctrl 115/10 15.06+1.26 12.97+1.40 1.42+0.24 0.38+0.09

a a a a
11 AC 130/20/1 38.73+0.98 4.060.65 0.33+0.03  0.14+0.03

c d cd a
12 AC 100/20/0.5 19.18+1.63 23.84+6.21 1.00+0.19 0.19+0.01

ab c bcd a
13 AC 100/1/1 34.16+1.38 9.15+1.98 0.76%0.09 0.18+0.009

a b bc ab
14 AC 130/1/0.5 37.63+2.00 5.51+0.42 0.58+0.03 0.35+0.11

c b bc ab
15 AC 115/10/.75 18.34+0.89 5.68+0.45 0.54+0.02 0.26+0.05

d d cd ab
16 AC 100/1/0.5 11.22+2.05 16.52+1.51 1.01+0.18 0.46+0.16

b c b a
17 AC 130/20/0.5 29.39+1.83 8.41+0.62 0.49+0.06 0.20+0.07

d b b
18 AC 100/20/1  21.63+2.18° 13.04+1.31  1.24+0.38" 0.57+0.35
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b b
19 AC 130/1/1  35.19+1.47° 4184010  0.47+0.05 0.33+0.05

Los valores se expresan como media + DE. Letras diferentes indican diferencias significativas (a=
0.05) segun la prueba de Tukey. BS: Bicarbonato de sodio, AC: Acido citrico, Ctrl: Control.

Con el analisis de los datos obtenidos, se seleccioné al tratamiento con condiciones
de 130 °C, 20 MPa y 1 M de concentracién de acido citrico para la siguiente fase
experimental, que consistira en profundizar el estudio de la hidrélisis con una cinética de la
misma, con puntos a cada 5 min hasta los 30 min de reaccién, donde se incluy6 un

tratamiento control sin uso del modificador.

7.7 Caracterizacion de la cinética de hidrdlisis del tratamiento seleccionado

7.7.1 Grado de hidrdlisis
En la Figura 28 se muestra la evolucion del grado de hidrolisis del concentrado
durante los 30 min de la reaccién, cabe mencionar que se toma como minuto 0,

aquel donde se alcanza la condicion disefiada y seleccionada a 130 °C y 20 MPa.

Se observa que el concentrado presenté un GH inicial de 1.80+0.68 %, que
se puede asociar a los aminoacidos libres y péptidos presentes de manera natural
en la hemolinfa de los insectos, como a la accion de proteasas presentes en la
hemolinfa y en el sistema digestivo durante el proceso de ayuno de los chapulines
(Kanost & Clem, 2012). La Figura 28 permite observar 3 tasas diferentes a lo largo
del proceso de hidrdlisis, con un aumento relevante durante la rampa de
temperatura/presion, pasando de un valor inicial de 1.80 a 17.41 %, lo que indica la
hidrdlisis de los enlaces peptidicos mas disponibles de las proteinas. En el intervalo
de 0 a 10 min, la tasa de hidrdlisis disminuy6 ligeramente alcanzando 27.561£2.11 %
a los 5 min de la reaccion y 32.04+£0.91 % a los 10 minutos. Posteriormente, se
observa un descenso en la tasa de hidrodlisis, de los 10 a los 20 min para alcanzar
35.88+.077 % y finalmente observar una ultima reduccion al ver una tendencia casi
horizontal de la hidrdlisis y alcanzar 37.28+1.37 % a los 30 min de la reaccion. Estas
disminuciones en la tasa de hidrélisis pueden asociarse principalmente a la
disminucién de la concentracion de enlaces peptidicos susceptibles, pues de
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manera natural una fraccion relevante de proteinas se encuentran enlazadas otros
compuestos como la quitina y conforman estructuras complejas como la presente
en el exoesqueleto, limitando asi la interaccion entre los iones del medio y los
atomos que conforman el enlace peptidico (Henriques et al., 2020; Merzendorfer &
Zimoch, 2003).

Respecto al tratamiento sin acido citrico, este alcanz6 19.09+0.014 % pasados
los 30 min de la reaccion, evidenciando la efectividad que tiene el uso del
modificador para mejorar el GH en 2 veces de lo que se alcanzaria sin su uso o bien
de obtener respuestas similares en menor tiempo con el uso de este modificador.
Es importante sefalar que es la interaccién triple de los factores lo que resulta
efectivo para la mejora de la respuesta, pues se evalu6 también la efectividad de
una hidrolisis de acido citrico a punto de ebullicidn a presién atmosférica y ésta

solamente alcanz6 un 6.03£0.01 % después de 30 min de reaccion.
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Figura 31. Cinética de grado de hidrdlisis del tratamiento con acido citrico 130°C/20 MPa/1M

7.7.2 Proteina soluble y aminoacidos libres (AL)
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En la Figura 29 se muestra las concentraciones de proteina soluble y
aminoacidos libres del hidrolizado durante los 30 min de la reaccién. Comenzando
con la concentracion de proteina soluble, en similitud a lo observado con el GH,
podemos observar al menos 4 tasas de incremento en la concentracién. Partiendo
con un contenido inicial de 34.8+£3.31 mg/g de concentrado proteico, durante la
rampa de temperatura/presion para llegar a la condicion nominal, aumenté a
105.45£10.29 mg/g de hidrolizado, después se observd un aumento a los 10 min a
151.35+10.2 mg/g de hidrolizado y ver una disminucién en la tasa de aumento hasta
los 25 min de la reaccidon con 169.51+5.13 mg/g de hidrolizado, pues de los 25 a los
30 min se observé nuevamente un incremento marcado en la concentracidon para
terminar con 211.6514.35 mg/g de hidrolizado. El amplio aumento inicial durante la
rampa de calentamiento/presién podria asociarse a la hidrélisis de los enlaces
peptidicos de las proteinas que se encuentran mas disponibles o susceptibles a ser
hidrolizadas, principalmente aquellas que no se encuentran unidas a otros
compuestos, como las unidas a la quitina y minerales que conforman todo el
exoesqueleto (Muthukrishnan et al., 2020). Este primer incremento en la
concentracion resulta relevante pues representa el 41.77 % del aumento total y que
se reduce conforme avanza el tratamiento debido a la disminucion de enlaces
disponibles y que se ve reflejado en la tasa de liberacidén de este componente. No
obstante, el aumento observado entre los 25 y 30 min de reaccién, se asociaria a la
liberacién de proteinas procedentes de las capas de la que esta conformado el
exoesqueleto y en consecuencia podria estar indicando la hidrélisis de este mismo
(Sviben et al., 2020). Esto ultimo resulta de gran relevancia pues lo reportado por
Yang et al., (2018), quienes estudiaron la cinética de hidrélisis de quitina pura de
camarén, ésta comienza a ser hidrolizada hasta los 283 °C bajo el mismo
mecanismo de iones por el cual se hidroliza el enlace peptidico, mencionando la
dificultad de su hidrélisis debido principalmente a su conformacion tanto amorfa

como cristalina.
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Respecto al tratamiento sin 4cido citrico, éste alcanzé un contenido de
52.05%£2.61 mg/g de hidrolizado después de 30 min de reaccion, alcanzando apenas
el 50 % de lo que se alcanza al minuto 0 con el uso del modificador.

Continuando con la Figura 29, en ella podemos observar diferentes
tendencias respecto a la concentracién de AL, donde el contenido inicial en el
concentrado proteico era de 22.65+1.71 mg/g que aument6 a 116.67+10.54 mg/g
de hidrolizado durante la rampa para al llegar a la condicion seleccionada, después
se observo un aumento a 150.18+1.09 mg/g de hidrolizado en los primeros 10 min
del tratamiento. Seguido a esto vemos una tendencia a disminuir la concentracion
de los AA hasta los 25 min con 130.14+£1.78 mg/g de hidrolizado y nuevamente
aumentar a partir de los 25 min de reaccion y finalizar con una concentracion de
163.6519.24 mg/g de hidrolizado.

Como también se observd en el contenido de proteina soluble, el aumento
que se da en la rampa de calentamiento resulta significativo nuevamente y
representa un 66.53 % del aumento total en esta respuesta y que se asocia a la
hidrélisis de las proteinas mas disponibles y de la hidrdlisis de los nuevos
fragmentos liberados. Sobre la disminucién que se da después de los 10 hasta los
25 min de reaccidn, ésta podria tener respuesta, por la generacion de compuestos
de reaccién de Maillard (Cho et al., 2020). Durante los ultimos 5 min de la reaccién
el aumento podria asociarse de igual forma a la liberacion de proteinas que se
encuentran asociadas al exoesqueleto que permitan su hidrdlisis para la liberacion
de mas AA.

El tratamiento control obtuvo una concentracién de proteina soluble final de
94.2+1.35 mg/g, siendo nuevamente menor que la concentracién obtenida al tiempo
0 del tratamiento con acido citrico. Interesantemente, la concentracion final de AL
fue mayor que la concentracién final de proteina soluble, esto aporta mas evidencia
para lo visto en la electroforesis y las actividades biologicas de la etapa anterior,
donde se observé que el uso de AS como medio hidrolitico tiende a generar
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fragmentos de bajo peso molecular y dicha tendencia puede verse modulada con el

uso adecuado de modificadores.
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Figura 32. Cinética de proteina soluble y aminoacidos libres de la condicién seleccionada.

Los resultados se muestran como la media (n=3) + la desviacién estandar.

7.7.3 Quitina y azlcares reductores
En la Figura 30 se muestra el porcentaje de quitina y azicares reductores en
el hidrolizado durante los 30 min de la cinética del tratamiento.

Respecto al contenido de quitina, este presentd una concentracién inicial de
10.61+0.24 %, en la Figura 30 se observan hasta 3 tasas de disminucion a lo largo
del proceso, notando una disminucion relevante durante la rampa de calentamiento

a 7.56%0.73 % y 5.862£0.51 a los 5 min de la reaccion, para después ver disminuida
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la tasa de hidrélisis de este compuesto y finalizar con una concentracién de
3.55+0.38 %.

La hidrdlisis de quitina se puede evidenciar también con la determinacién de
azucares reductores, puesto que la quitina esta conformada por cadenas
poliméricas de N-acetil-glucosamina que al ser hidrolizadas pueden derivar en
glucosa y glucosamina, pues se ha observado que este compuesto puede sufrir de
des-acetilacién y desaminacion en tratamientos por agua subcritica (Yang et al.,
2018). En la figura 30, en amarillo vemos la cinética referente al contenido azucares
reductores, donde se dio un incremento relevante hasta los 5 minutos de la reaccién
posterior a la rampa de calentamiento, pasando de un contenido base de 2.73+0.45
mg/g a 50.92+2.21 mg/g, para después ver una disminucién hasta los 15 min de
reaccion y nuevamente verse incrementada la concentracion de estos compuestos

alcanzando 60.36+3.25 mg/g al finalizar el tratamiento.

Respecto al control, el tratamiento después de 30 min de reaccién tuvo una
concentracion de quitina de 9.13+1.27 % y 36.2612.61 mg/g para azucares
reductores, constatando la efectividad del uso del &cido citrico como modificador
para la hidrélisis de este tipo de concentrados proteicos.

Las variaciones observadas se pueden atribuir a la hidrélisis inicial y
mayoritaria de la quitina amorfa que se encuentre principalmente en la endocuticula,
pues la informacion disponible apunta a que este tipo de conformacion de quitina es
hidrolizada con mayor facilidad debido a su arreglo y progresivamente ir siendo
hidrolizada la quitina cristalina. Dado que el mecanismo por el cual se hidrolizan
ambas conformaciones es el mismo (al igual que en las proteinas) y se debe a la
interacciéon de los iones en el medio con los atomos que conforman los enlaces -
1,4 (Hou et al., 2021; Yang et al., 2018). Por otro lado, la disminucién en la
concentracion de azucares reductores después de los 5 minutos de la reaccién
puede estar relacionado a su vez con la disminucion de aminodcidos libres, debido
a la reaccion de Maillard donde estos compuestos son precursores.
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Cabe destacar que en la endocuticula el grado de condensacién de la
estructura de Bouligand es menor y presentan una menor cantidad total de proteina
asociada, en comparacion con la exocuticula como se observa en la Figura 31
(Raabe et al., 2005). Lo que podria dar respuesta del aumento de la proteina soluble

y AL, debido a una mayor hidrélisis de la exocuticula liberando proteinas asociadas.
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Figura 33. Cinética del contenido de quitina (%) y azucares reductores de la condicion

seleccionada. Los resultados se muestran como la media (3) * la desviacion estandar.
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Figura 34. Composicion estructural del exoesqueleto de artrépodos (Imagen tomada y
adaptada de Lee et al., 2023)

7.7.4 Actividad antioxidante durante la cinética del tratamiento seleccionado

En la Figura 32 se muestra la cinética de los porcentajes de inhibicidén de los
radicales ABTS y DPPH del hidrolizado a una concentracion de 890 upg/ml de

hidrolizado.

De forma inicial, el concentrado proteico mostr6 una inhibicion del radical
ABTS de 17.2310.95% asociado a los compuestos antioxidantes naturales
presentes en los insectos (Felton & Summers, 1995) y que la hidrdlisis que sucede
durante la rampa de calentamiento, como ya se ha observado, resulta relevante en
el incremento de la inhibicién alcanzado 74.72+7.25 %, para después tener un
incremento mas lento y gradual con el paso del tiempo, concluyendo con una
inhibicion de 87.74+1.88 %. El proceso de hidrélisis durante el tratamiento, puede
estar generando péptidos con aminoacidos capaces de H+ como tirosina, triptéfano,
glicina, glutamato o histidina, aumentando asi el % de inhibicion del radical (Esfandi

79



et al.,, 2019). Cabe mencionar que los compuestos derivados de la reaccién de
Maillard y de los derivados de la hidrélisis de la quitina pueden mostrar también
efecto en la inhibicién del radical ABTS, lo que podria explicar las pequefias
variaciones que se observan durante la cinética, tanto por la hidrélisis misma de los
péptidos que presentan actividad, de la transformacién de aminodacidos hacia
compuestos de reaccion de Maillard, como de la liberacién de azucares reductores
y oligosacaridos derivados de la quitina (Casadidio et al., 2019; Cho et al., 2020).

Respecto a la inhibiciéon del radical DPPH, el hidrolizado mostré menor
efectividad, asociado principalmente al tipo de amino terminal que presentan los
péptidos o bien de la menor habilidad que tiene el hidrolizado para la donacion de
electrones de manera global. El material presenté una inhibicion inicial de 8.70+0.79
% que se ve aumentada al doble después de la rampa de calentamiento con
16.45+0.56 %, para ver disminuido el % de inhibicién en los minutos siguientes y
observar nuevamente un aumento final de 26.3913.25 %.

La disminucién del porcentaje de inhibicién del tratamiento puede asociarse
al mismo proceso de hidrélisis, donde en un inicio podrian liberarse péptidos con
residuos de aminoacidos con la capacidad de donar electrones, como aminoacidos
aromaticos o hidrofébicos (Chatsuwan et al., 2018), y posteriormente fuesen
hidrolizados por la accién de los iones (reduciendo la actividad de inhibicién), y al
llegar al min 30 se liberen nuevamente péptidos 0 compuestos con dicha actividad
(Sarmadi & Ismail, 2010).
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Figura 35. Cinética de la inhibicion de los radicales ABTS y DPPH del hidrolizado durante la

condicion seleccionada. Los resultados se muestran como la media + la desviacion estandar

7.7.5 Perfil de aminoéacidos durante la cinética

Se identificaron y cuantificaron dieciocho aminoacidos tanto en el
concentrado proteico como en los hidrolizados a cada uno de los tiempos
analizados, los datos se muestran en la Tabla 15, divididos a su vez en aminoacidos
esenciales (AE) y no esenciales (ANE). Las concentraciones de aminoacidos
obtenidas resultan similares a lo reportado por otros autores para esta especie de
ortdptero, no obstante, las variaciones en las mismas podrian asociarse a la etapa
de crecimiento, alimentacion o ecosistema en el que se desarrolla (Melo-Ruiz et al.,
2015; Rodriguez-Miranda et al., 2019; Rumpold & Schliter, 2013). El acido
glutdmico, glicina, fenilalanina, glutamina, alanina y leucina fueron los aminoacidos
mas abundantes en el concentrado proteico. En la Tabla 15, se puede observar la
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degradacion paulatina de todos los AA comenzando con una concentracion de
677.88+119.54 mg/g y finalizando con 336.03+36.08 mg/g, una reduccion del 51 %.
La reduccién esta estrechamente relacionada con el tiempo de residencia o
temperatura del reactor, lo que conlleva a la modificaciéon de sus cadenas laterales
o degradacion hacia aminas o acido organicos (Powell et al., 2017; Sato et al.,
2004). Los aminoacidos esenciales son los AA que, en conjunto, cuentan con una
mayor tasa de degradacién. Kang & Chun (2004) reportan que cuanto mayor es el
peso molecular de los aminoacidos, mayor sensibilidad térmica, en ellos se puede
encontrar AA como la fenilalanina, triptéfano, acido glutdmico, metionina, histidina,
leucina o la tirosina, pudiendo encontrar en ellos varios AE. El &cido glutdmico
resulta ser el AA con la mayor tasa de degradacién, lo cual podria deberse debido
a su papel en la reaccion de Maillard a altas temperaturas (Chun et al., 2022),
sumado a que los AA hidrofilicos como el acido aspartico, histidina y lisina, los
cuales también tuvieron reducciones relevantes durante el tratamiento, son AA que
dado su caracter , tienden a tener mayor interaccién con el medio acuoso, lo que
conlleva a una mayor disponibilidad para ser hidrolizados o modificados por los

iones presentes en el medio (Espinoza et al., 2012).

Se ha reportado que los aminoacidos de menor peso molecular como la
glicina y la alanina tienden a ser més termo-resistentes a tratamientos severos de
AS, lo que se observa en los resultados debido a que son estos los que presentan
menor degradacion en el tiempo a diferencia de los aminoacidos de mayor tamafno
como la fenilalanina o la histidina (Marcet et al., 2016). Otros autores mencionan
que los AA hidrofobicos tienden a repeler el ambiente acuoso y generalmente se
encuentran o se conforman al interior de proteinas, protegidos del contacto directo
con el agua en el reactor, encontrado en este grupo a la glicina, alanina, valina,
leucina, isoleucina y metionina (Abdelmoez & Yoshida, 2013). Si bien los resultados
obtenidos muestran una mayor estabilidad térmica de la glicina y alanina durante el
tratamiento, no sucede lo mismo con el resto de AA hidrofébicos, los cuales si se

ven disminuidos en el tiempo.
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Con apoyo de la Figura 33 es posible observar de mejor forma las tasas de
degradacion de los AA en el tiempo, en ella se observa que la concentracion total
de aminodcidos comienza a disminuir de forma importante una vez alcanzada la
condicion nominal del tratamiento para luego disminuir a los 20 minutos. Hablando
de los AA en especifico, son notorias las distintas tasas de degradacion, como el
acido glutamico (rojo), el cual presenta una rapida degradacion en los primeros
instantes y después ver disminuido el ritmo a los 5 minutos, a la glicina (fucsia) la
cual presenta un ritmo mas estable durante todo el tratamiento, la fenilalanina
cuenta con 3 tasas de degradacion durante la reaccidén o la serina (verde) que

resulta ser resistente al tratamiento en los primero minutos de la reaccidn y después

ver una rapida degradacion después del minuto 10, por solo mencionar algunos.

Tabla 15. Concentracion de aminoacidos durante la cinética de hidrolisis

Minutos
Aminoacidos Nativo 0 5 10 15 20 25 30
No
esenciales
Aspartato 22.80+2.79 19.94£3.05 21.13+1.49 18.84+0.23 16.64+1.99 16.3821.47 15.7820.35 10.6621.91
Glutamato 122.79+410.92 113.39+14.24  85.51+6.09 80.2145.44  74.3643.27  70.40+1.28 67.97+4.10 63.39+3.27
Serina 20.88+0.97 20.18+0.89 22.53+4.29 19.94+6.78 7.49+2.01 ND ND ND
Glutamina 75.9146.67 72.09+8.97  68.69+10.31  62.51+7.64 60.97+8.36 54.52+1.95 50.17£0.79 44.83+0.62
Glicina 63.08+2.42 60.7045.44 59.58+2.78 56.13+4.13 54.39+9.96 52.79+1.19 51.80+4.37 50.3145.61
Arginina 11.74+2.63 10.06+1.01 9.100.07 7.97+2.09 7.97+1.12 2.92+1.38 2.80+0.33 2.98+0.54
Alanina 48.49+3.00 48.29+4.56  41.92+11.25  34.71+4.87 39.13+3.83 34.19+3.40 37.98+3.99 36.50+8.70
Tirosina 34.85+5.57  31.68#2.015  24.17+2.03 22.52+1.64 18.39+0.48  15.980.53  16.734.02 14.50+6.88
Cisteina 7.3242.45 6.6921.35 6.97+0.51 4.910.57 4.4120.20 1.78+0.24 1.62+0.52 0.00£0.00
Total mg/g 407.90+38.46  383.08+27.07 339.65+32.86 315.75437.15 285.79+37.26 253.62+11.47 244.88+14.47 223.14+32.05
Esenciales
Treonina 11.17+4.37 10.58+1.00 10.6621.91 11.19+2.03 9.2120.56 2.3820.18 2.0240.72 ND
Histidina 26.29+1.50 25.91+1.51 23.85+1.75 22.02+9.20 22.03+4.52 8.4320.96 6.9022.38 8.132.86
Valina 39.3846.40 37.23+1.81 32.28+7.39 26.66+4.90 18.1542.52 15.95+3.21 10.96+1.39 5.1120.74
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Metionina 7.12+2.08 6.90+1.15 6.15+1.81 5.69+0.42 2.65+0.58 1.40+0.46 1.11+0.49 ND
Triptofano 10.00+3.11 8.87+0.38 7.07+1.86 5.07+1.42 2.01+0.74 ND ND ND
Fenilalanina 93.03+21.17 84.80+4.55 84.61+3.76 78.68+17.67 70.55+8.22 67.53+7.07 66.02+3.68 63.96+4.95
Leucina 45.18+12.00 37.10+1.28 35.77+4.83 32.90+6.93 30.98+3.58 29.19+0.66 27.61+4.96 25.86+4.75
Isoleucina 13.37+3.38 11.63+2.21 11.02+2.85 5.90+1.99 2.66+0.06 ND ND ND
Lisina 24.39+7.02 23.27+1.95 22.70+4.60 11.96+4.48 10.84+3.95 13.23+3.69 10.46+3.54 10.03+3.45
Total mg/g 269.97+61.03 247.27+13.44 234.15x30.01 200.10+49.09 173.78+23.89 138.13+16.38 125.11+x17.20 114.29+18.90
mg/g de
totales (ANE + | 677.88+119.54 630.35+40.52 573.80+63.67 504.67+86.24 459.58161.16 391.76+29.73 370.67+31.67 336.03+36.08

AE)

Los resultados representan los promedios (n=2) * la desviacion estandar en mg/g. ND: No
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Figura 36. Lineas de tendencia de degradacion de cada aminoacido y aminoacidos totales

durante la cinética de hidrdlisis
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Conclusiones

Sphenarium purpurascens confirma ser una importante fuente de proteinas,
asi como de lipidos y fibra dietaria, principalmente insoluble.

La aplicacion de ultrasonido por pulsos como método alternativo para la
extraccion de proteinas en Sphenarium purpurascens, parece ser un proceso
interesante a explorar.

La actividad proteolitica de la papaina, como otras enzimas, resulta tener una
actividad limitada sobre las proteinas de algunas especies de ortopteros.

La actividad antioxidante que presenta el hidrolizado obtenido por papaina,
ejerce principalmente su accion por la donacién de H*.

El uso de modificadores quimicos en el proceso de hidrélisis por agua
subcritica mejora la reactividad del medio al aumentar la hidrélisis de proteica
de Sphenarium purpurascens, mostrando ser un proceso mas eficiente que
el uso de papaina y de otras enzimas reportadas en la obtencién de
hidrolizados de concentrados proteicos de otras especies de insectos.

El efecto de modificadores depende de una interaccion triple, ya que, si bien
el efecto sobre la GH sigue siendo dependiente de la temperatura, la
variacion en la concentracion del modificador y la presion puede tener efectos
diferenciales, permitiendo conseguir resultados similares a aquellos
tratamientos a altas temperaturas con o sin modificadores o mayor
concentracion de los mismos.

Un tratamiento con bicarbonato de sodio alcanzé el mayor grado de hidrolisis.
Mientras que la mejor condicion para la eliminaciéon de radicales y las
actividades antihipertensivas fue empleando acido citrico a 130
°C/20MPa/1M y una menor distribucién molecular menor a 30 kDa.

La mayor proporcién de las modificaciones o efectos observados en el
hidrolizado se dan durante la rampa de calentamiento, después de llegar al
‘meta estado” subcritico existe un punto donde se da ese aumento

significativo en las variables respuestas.
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Como

El uso de modificadores, como el acido citrico, modifica el perfil de AA,
principalmente en los AE. Por lo que resulta importante considerar las
diferentes variables a modular como la temperatura, presion y tiempo del
tratamiento; las caracteristicas del material y modificador a emplear en un
tratamiento por AS como el tamano de particula de la muestra, la cantidad
de iones que se agregan por molécula del compuesto, la conformacién o
distribucién en la que se encuentran las proteinas a ser hidrolizadas o el perfil
de AA reportado al momento del disefio experimental.

Se confirma modulaciéon y efectividad que tiene el uso de modificadores en
tratamientos con agua subcritica, en especial el uso de &cido citrico, tanto
para la hidrélisis proteica como la de quitina. Los hidrolizados de Sphenarium
purpurascens por agua subcritica pueden utilizarse como una buena fuente
de productos o ingredientes bioactivos de alta calidad para la industria

agroalimentaria.

perspectivas a este trabajo se podria enunciar lo siguiente:
Escritura de un segundo articulo original derivado de esta investigacién.

Caracterizar la rampa de temperatura/presion a la condicién nominal e
identificar el punto donde se den los cambios relevantes en las respuestas
de interés.

Caracterizacién de las proteinas y quitina presentes en esta especie de
ortéptero

Evaluar a una digestién in-vitro los hidrolizados y sus actividades biolégicas.
Evaluar las caracteristicas tecno-funcionales y la reduccion en la

alerginicidad de la tropomiosina de los hidrolizados.
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Discusion a detalle de la actividad antioxidante durante la cinética de
hidrdlisis por papaina

La actividad antioxidante de los hidrolizados o péptidos bioactivos puede
llevarse a cabo a través de distintos mecanismos, por ello se evaluaron diferentes
metodologias (ORAC, ABTS y DPPH) para su evaluacion.

En la Figura A.1 se presenta la actividad antioxidante evaluada por el método
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) en los diferentes tiempos. De forma
inicial, al tiempo 0, se pueden observd una equivalencia de umoles de Trolox/ml de
muestra de 32.04+0.10 que puede asociarse a los compuestos antioxidantes
naturales presentes en los insectos (Felton & Summers, 1995), y que con el proceso
de hidrdlisis se exponen péptidos con aminoacidos capaces de donar H* como tirosina,
triptéfano, glicina, glutamato o histidina (Esfandi et al., 2019), aumentando asi, hasta
alcanzar 36.21+1.12 umoles equivalentes de Trolox (ET) a los 180 min. Esto ultimo
puede verse contrastado con el aumento en el grado de hidrdlisis alcanzado desde
los 90 min y el aumento en la intensidad de bandas menores a 25 kDa, pues es a
partir de este tiempo donde las ET comienzan a diferenciarse de los tiempos
anteriores. Las equivalencias obtenidas fueron similares a las generadas por
péptidos bioactivos de leche empleando proteasas fungicas con ET entre 29.8 a
52.5 umoles (Zanutto-Elgui et al., 2019). Sin embargo, comparado con otros
tratamientos enzimaticos y fuentes proteicas, el aumento en esta actividad fue
reducido, constando las limitaciones proteoliticas de la enzima (Liao et al., 2020;
Sousa et al., 2020)
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Figura A1. Actividad antioxidante por ORAC. Los resultados representan los promedios de
las concentraciones equivalentes de Trolox por ml de muestra (n=3) % la DE.

La actividad antioxidante evaluando la inhibicién del radical ABTS de las
muestras se muestra en la Figura A2. Al tiempo 0, el porcentaje de inhibicion del
radical fue de 30.98+£18.05 %, porcentaje que con el paso del tiempo fue en aumento
, observando al minuto 90, un incremento poco mas diferenciado en la actividad
antioxidante lo que podria indicar la liberacién de péptidos antioxidantes de sus
proteinas parentales (Chakrabarti et al., 2018), péptidos que podrian
correlacionarse, nuevamente, con el aumento de la intensidad de las bandas en el
gel de electroforesis y el grado de hidrdlisis alcanzado a este tiempo. Al final de la
hidrélisis, transcurridos los 180 min se alcanzé la IC50 (IC50 se define como la
concentracion de inhibidor necesaria para inhibir el 50% de actividad del radical)
con una concentracion de 15.5 pug/ml, este aumento puede asociarse al aumento
tanto de péptidos con aminoacidos con la capacidad de donacién de H*, aumento

también visto en la evaluacién por ORAC, como de aminodacidos hidrofdbicos con
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capacidad de donar electrones (Botella-Martinez et al., 2020; Sarmadi & Ismail,
2010). La concentracion para la IC50 obtenida resulto similar a la de la langosta del
desierto Schistocerca gregaria después de una hidrélisis gastrointestinal, la cual
presentd una IC50 con 16.6 ug/ml, sin embargo, comparado con la concentracién
de otro insecto Tenebrio molitor con 5.3 pg/ml (Zielinska et al., 2017), esta diferencia
podria estar relacionada a las limitaciones de algunas enzimas proteoliticas para
hidrolizar las fracciones proteicas de algunos ortdpteros, como Schistocerca
gregaria, Locusta migratoria o Sphenarium purpurascens, aunque no hay
informacion suficiente referente a la hidrdlisis de proteinas de insectos y aun menos

en ortopteros que pueda constatar esto (Purschke et al., 2018).
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Figura A2. Actividad de inhibicion del radical ABTS. Los resultados representan los
promedios del % de inhibicion del radical (n=3) + la DE.

En la Figura A3 se muestra la actividad antioxidante en la inhibicion del

radical DPPH. En la evaluacién de esta actividad, ademas de los incrementos y
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descensos a lo largo del proceso de hidrdlisis, la concentracién para alcanzar la
IC50 fue elevada. A tiempo 0, el % de inhibicién fue de 46.431+6.03, alcanzando la
IC50 a los 15 min con una concentracién de 1.73 mg/ml pero una mayor actividad
de inhibicién a los 30 min con 1.93 mg/ml, sin embargo, después de 30 minutos de
reaccion, se observa un decremento notable en la inhibicion del radical hasta los 90
min, y para posteriormente incrementarse nuevamente hasta alcanzar su mayor
inhibicion (62.33+4.47 %) a los 120 min.

La IC50 en este caso tuvo una concentracidon notablemente mayor que los
hidrolizados obtenidos con otros insectos, como 28.5 pug/ml para un hidrolizado de
Schistocerca gregaria (Zielinska et al., 2017) o de la fraccion de proteinas solubles
de Chondracris rosea con una IC50 a concentraciones de 176.31 pg/ml (Chatsuwan
et al., 2018), sin embargo, respecto los hidrolizados en especifico de la papaina,
reportes indican en algunos casos IC50 con concentraciones altas como 3.85 mg/ml
en un hidrolizado de Camellia oleifera (Li et al., 2015) y 1.08 mg/ml para un

hidrolizado de atun (Thunus sp.) (Mutamimah et al., 2018).

La variacion del porcentaje de inhibicion en el tiempo puede asociarse al
mismo proceso de hidrélisis, donde en un inicio podrian liberarse debido a la
hidrélisis de enlaces mas susceptibles, péptidos con residuos de aminoacidos con
la capacidad de donar electrones, como aminoacidos aromaticos o hidrofébicos
(Chatsuwan et al., 2018) y posteriormente fuesen hidrolizados por la accién de la
enzima (reduciendo la actividad de inhibicién), y al transcurrir 90 minutos de
reaccion se liberasen nuevamente péptidos con dicha actividad.

Mientras que la diferencia de las actividades en la inhibicion del radical entre
hidrolizados de otras fuentes proteicas o en el uso de enzimas, puede atribuirse a
la composicién de aminoacidos, la distribucion molecular, sus estructuras y a la
secuencia peptidica (Sarmadi & Ismail, 2010).
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Figura A3. Actividad de inhibicion del radical DPPH. Los resultados representan los
promedios del % de inhibicion del radical (n=3)  la DE.

111



	46f3429bcd51f489582674ae71c4fe91f5e0991fc38913d0cfa1509511fef37e.pdf
	Entrega de tesis, formato F-62-13 (Respuestas)
	46f3429bcd51f489582674ae71c4fe91f5e0991fc38913d0cfa1509511fef37e.pdf

