JENFOQUES

TRANSDISCIPLINARIOS:
CIENCIAYSOCIEDAD

Propiedades tecnofuncionales y digestibilidad
proteica de harina de grillo Acheta domesticus
entera y desgrasada por fluidos supercriticos

Davalos-Vazquez Alejandro’, Lorena Moreno-Vilet', Oscar Abel Sanchez-Velazquez', Gustavo Castillo-Herrera’,
Judith Esmeralda Urias-Silva' y Luis Mojica™

"Tecnologia Alimentaria, Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco,
Camino Arenero #1227, Col. El Bajio Arenal, 45019 Zapopan, Jalisco, Mexico.

*Autor de correspondencia: Imojica@ciatej.mx

Palabras clave:

entomofagia, proteinas
alternativas, proteina,
tecnologias verdes

Enfoques Transdisciplinarios:
Ciencia y Sociedad, 2(2), 15-27.
ISSN. 3061-709X. https://doi.
0rg/10.5281/zenodo.12761387

Recibido: 17 abril 2024

Revisado: 03 de junio 2024
Aceptado: 17 de julio 2024
Publicado: 18 de julio 2024

[Qloe)

Este articulo es un articulo de acceso
abierto distribuido bajo los términos
y condiciones de la licencia CC BY-
NC-SA 4.0. Para ver una copia de esta
licencia visite https://creativecom-
mons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

Resumen

La harina de grillo Acheta domesticus se postula como una fuente
alternativa de proteina. El objetivo de este trabajo fue describir
las propiedades tecnofuncionales y la digestibilidad proteica de
la harina de grillo Acheta domesticus desgrasada (HGS) y sin des-
grasar (HG). Se evalud su capacidad y estabilidad emulsionante,
gelificacion, retencién de agua/aceite y capacidad espumante en
diferentes condiciones de pH. Se encontr6 que la HGS tenia una
mejor actividad emulsionante y mayor estabilidad de emulsién a
pH 3.0. Ademas, HGS mostré mayor retencion de agua/aceite.
Se observo gelificacion en soluciones al 30%. HGS mostré una
mayor capacidad de espumado a pH 7.0 del 83.33% y una estabi-
lidad de espumado del 54.7%. No hubo diferencias significativas
en la digestibilidad proteica entre HGS y HG. La harina de grillo
desgrasada presenta mejores propiedades tecnofuncionales, lo
que la hace potencialmente util en la formulacién de alimentos
para mejorar su perfil nutricional.

Introduccion

Los insectos han formado parte de la dieta de los humanos desde
la antigiiedad. En diferentes culturas alrededor del mundo como
México, China, Pert, Colombia y Tailandia siguen siendo consu-
midos de forma cotidiana, siendo una practica conocida como
entomofagia (Liceaga, 2022; Villasefior ef al., 2022). Los insectos
brindan una gran cantidad de macronutrientes, destacando las
proteinas, que por su contenido de aminoacidos esenciales es
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comparable con la carne, postulando a la entomotfagia como una fuente alternativa
de proteina de alto valor biolégico (Liceaga, 2022).

El grillo comun (Acheta domesticus), perteneciente al orden Ortdptera, es rico en
proteinas, contiene del 41.8 al 75.2% en base seca. Comparado con otras especies
de grillos, es quien posee un mayor contenido de proteina (Liceaga, 2022; Ververis e/
al., 2022). Los principales aminoacidos esenciales que podemos encontrar en grillos
son la leucina, lisina y valina; mientras que no esenciales, el acido glutamico, alanina
y acido aspartico (Brogan, 2018). Su contenido de lipidos puede variar de 7.5-35%
dependiendo la dieta y la etapa de vida en la que se encuentre (Ververis ¢f al., 2022).

Los grillos son procesados para generar ingredientes ricos en proteina, utilizando
métodos como congelacion, secado, molido y tamizado, necesarios para la obtencion
de harina de grillo, siendo estas presentaciones en la que principalmente se comer-
cializan (Turck ez al., 2022). Sin embargo, para aumentar el contenido de proteina de
la harina es necesario emplear procesos como el desgrasado para eliminar la grasa.
La mayoria de los procesos de desgrasado reportados en insectos involucran el uso
de solventes como hexano o n-pentano, los cuales pueden ser dafiinos para la salud
y para el medio ambiente (Bose e a/, 2021; Psarianos et al., 2022).

Una alternativa al desgrasado con solventes es la tecnologia de fluidos super-
criticos que consiste en utilizar di6xido de carbono (CO)) a altas presiones como
solvente para la extracciéon de compuestos como lipidos, compuestos fenélicos y
alcaloides (Ibafiez e# al., 2015; Pushpangadan & George, 2012). Esta tecnologia es
considerada una alternativa sustentable para producir ingredientes y compuestos
bioactivos de fuentes naturales debido a la naturaleza no polar del CO,, y se postula
como una alternativa al uso de solventes como el hexano en fuentes alimenticias,
incluyendo los insectos (Fornari, 2016; Sipponen ef al., 2018).

En la actialidad la industria alimentaria esta empezando a innovar en la formu-
laciéon de nuevos productos al incluir ingredientes a base de insectos, afiadiendo
ingredientes de grillo en productos como pan, harinas, yogur, helado, pasta, snacks,
carnes y sustratos fermentables, entre otros. Gracias a las caracteristicas tecnofun-
cionales y nutrimentales que poseen los ingredientes a base de insectos, se busca
enriquecer los alimentos incrementando su contenido de proteina (Bisconsin-Janior
et al., 2022; Villasenor et al., 2021).

Debido a la escasa informacion disponible y la limitada aplicacion de la tecno-
logia de fluidos supercriticos en insectos, el objetivo de este trabajo fue describir las
propiedades tecnofuncionales y digestibilidad proteica de la harina de grillo Acheta
domesticus entera 'y desgrasada utilizando extraccion por fluidos supercriticos.
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Metodologia
Materiales y reactivos

La harina de grillo (HG) (Acheta domesticns) fue donada por la empresa Crickex®
(Zapopan, México). Es un polvo de color café claro obtenido por deshidratacion,
molienda y tamizado de los grillos enteros. Acido citrico, hidréxido de sodio, acido
clorhidrico, acido acético, acetato de sodio, bifosfato de sodio, fosfato disdédico, ca-
seinato de potasio, tripsina, quimotripsina y peptidasa fueron comprados en Sigma
Aldrich (MO, EUA). El aceite de girasol fue comprado en una tienda local.

Los analisis bromatolégicos fueron realizados en cada muestra de acuerdo con las
siguientes normatividades: humedad NMX-F-083-1996, cenizas NMX-F607-NOR-
MEX-2020, grasa NOM-086-SSA1-1994, proteina NMX-F-608-NORMEX-2011,
fibra cruda NMX-F-613-NORMEX-2017, fibra dietética, soluble e insoluble NMX-
622-NORMEX-2008. Los hidratos de carbono totales fueron calculados por dife-
rencia de analisis proximal.

Desgrasado por extraccion de fluidos supercriticos (SFE)

Se colocaron alrededor de 2 kg de harina de grillo en un extractor de fluidos super-
criticos Thar Technologies-Water-SFE-500® MR (Thar Designs, Inc., PA, EUA.).
El di6éxido de carbono se bombed a un flujo constante de 10-30 g/min durante una
presion de 300-450 bar durante 8-12 h a 30-80 °C. La harina desgrasada se etiqueto

como HGS y se almacené a -5 °C hasta su posterior analisis.

Propiedades tecnofuncionales
Actividad y estabilidad de emulsion

La actividad de la emulsion (AE) se evalud segin la metodologia reportada por
Alfaro-Diaz et al. (2021) y Villasenor ez al. (2022) con modificaciones. Se realizaron
soluciones de HGS y HG al 2.5% (p/v) mezclando en buffer citrato (pH 3.0), buffer
acetato (pH 4.0), buffer acetato (pH 5.0) y buffer fosfato (pH 7.0). Se centrifugd
a 3,000 g por 5 min, se tomaron 2 ml de sobrenadante y se mezcl6 con aceite de
girasol en una relacion 1:1 en un tubo conico de 15 ml. Las muestras se emulsio-
naron a 20,000 rpm con un homogeneizador (Ultra Turrax® IKA T25, Carolina
del Norte, EUA.) y se centrifugaron a 400 g por 5 min. La actividad de la emulsién
se midi6é como la altura de la capa emulsionada entre la altura de la solucion total
usando la ecuacioén 1.

AE(%) = altura de la capa emulsificada 100 1
®/ 7 " altura de la solucién total ]

Enfoques Transdisciplinarios: Ciencia y Sociedad 17



®

La estabilidad de emulsion (EE) de las muestras se realizé calentando las emul-
siones durante 30 min a 80 °C. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 400 g
por 5 min. Los resultados se calcularon con la ecuacién 1.

Retencion de agua y aceite

La capacidad de retencién de agua (RA) y capacidad de retencién de aceite (RE)
se evaluo segin la metodologia reportada por Alfaro-Diaz ef /. (2021) y Villasefior
et al. (2022). Se realizaron soluciones de HGS y HG al 1% (p/v) en agua o aceite
de girasol agitados por 30 s en vortex. Las soluciones fueron centrifugadas a 1,240
g por 10 min y decantadas. El resultado fue expresado en gramos de agua/aceite
retenido por gramo de muestra.

Gelificacion

La capacidad gelificante (CG) se evalu6 segun la metodologia reportada por Al-
taro-Diaz e al. (2021) y Villasefior 7 al. (2022) con modificaciones. Se realizaron
soluciones de HGS y HG a diferentes concentraciones (5-30% p/v) en tubos de 15
mlL.. Las soluciones fueron calentadas en termobafio a 80 °C por 1 h y refrigerados
a4 °C por 2 h. La identificacion de concentraciéon minima de gel fue determinada
por inversion de los tubos.

Actividad espumante

La capacidad espumante (CE) y la estabilidad espumante (EES) se evaluaron segun
la metodologfa reportada por Alfaro-Diaz ez al. (2021) y Villasefior ez al. (2022) con
modificaciones. Se realizaron soluciones de HGS y HG al 1% (p/v) utilizando los
buffers mencionados con anterioridad a pH 3.0, 4.0, 5.0 y 7.0. Se centrifugaron a 400
g por 5 min, se tomaron 5 ml. de cada solucién y se homogeneizaron a 13,000 rpm
durante 1 min. L.a espuma se midi6 a tiempo cero y después de 30 min. LLa CE se mi-
di6 como la altura de la espuma entre el volumen inicial de acuerdo con la ecuacién 2.

ltura de
CE(%) = altura de la espuma 100 2]

altura del volumen inicial

Digestibilidad proteica in vitro

La digestibilidad proteica de HGS y HG fue determinada por la metodologia repor-
tada por Sandoval-Oliveros y Paredes-Lopez (2013) utilizando caseina (Cas) como
control. Se realizaron soluciones con un volumen de 50 ml. de HGS y HG a una
concentracion de 6.25 mg/ml., las soluciones se ajustaron a pH 8.0 utilizando HCI
y NaOH. Se agregaron 5 mL de solucién multienzimatica (1.6 mg/mlL de tripsina,
3.1 mg/mL de quimotripsina y 1.3 mg/ml. de peptidasa) y fueron incubadas en
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termobafio con agitacion constante a 37 °C por 10 min. Las soluciones fueron in-
mediatamente enfriadas con hielo y se midi6 el pH para determinar el porcentaje
de solubilidad utilizando la ecuacién 3.

y = 210464 — 18.3x 3]
Analisis estadistico

Cada unidad experimental fue tomada de un lote de harina de grillo. Los tratamientos
tueron ejecutados por triplicado. Los resultados fueron reportados como promedio
y desviacion estandar (DS). Los resultados se sometieron a un analisis de varianza
(ANOVA) de una via con un nivel de confianza del 95% (p<0.05) y las diferencias
entre tratamientos se determinaron mediante la prueba de Tukey. Las pruebas ana-

liticas fueron ejecutadas en STATGRAPHICS Centurion XV.II.

Resultados y discusion
Composicion nutrimental

LLa Tabla 1 muestra la composicion nutrimental de HGS y HG, donde los principales
parametros donde se observaron diferencias son proteina y grasa. Como se espera-
ba, HGS mostré un mayor contenido de proteina y un menor contenido de grasa
comparado con HG. La eficiencia de desgrasado para HGS fue de 84.88%, el cual
es un valor superior al reportado por Sipponen e7 al. (2018) de 79% utilizando un
flujo de CO, 12.5 L/h, con una temperatura de 40-46 °C a una presion de 300 bar.

Tabla 1. Composicion nutrimental de harinas de grillo

Parametro (%) HG HGS

Humedad 3.94 + 0.06* 3.84 £ 0.04#
Cenizas 4.01 £0.018 5.05+0.01~
Grasa 22.74 £ 0.05* 3.44 £ 0.028
Proteina 58.06 £ 0.048 77.38 £ 0.05%
Hidratos de carbono totales 11.25 £ 0.08* 10.29 £ 0.018
Fibra cruda 5.27 £ 0.048 8.21 £0.03*
Fibra dietética total 11.16 + 0.04* 10.16 £ 0.018
Fibra dietética soluble 0.14 £ 0.01~ <0.1 £0.008
Fibra dietética insoluble 11.02 £ 0.04* 10.16 £ 0.018

HG: harina de grillo, HGS, harina de grillo desgrasada por hexano, HGS: harina de grillo desgrasada por extrac-
cién de fluido supercritico. Los resultados se expresaron como media + desviaciones estandar. Diferentes letras
indican diferencias significativas entre las muestras (p <0.05) de acuerdo a la prueba de Tukey.

El contenido de grasa disminuy6 de 22.74% * 0.05 en HG a 3.44% * 0.02 en
HGS. Sipponen ¢z al. (2018) reportan un mayor contenido de grasa de 4.8% tras el
desgrasado. Mayores contenidos de grasa en harina de grillo desgrasada han sido
reportados por otros autores utilizando solventes. Tzompa-Sosa ez a/. (2014) reportan
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un contenido de grasa del 6% utilizando método Soxhlet; por otro lado, Ndiritu ez
al. (2017) reportan un contenido de 6.46% utilizando hexano 1:5 (p/v).

El contenido de proteina aumenté de 58.06% + 0.04 en HG a 77.38 + 0.05 en
HGS. Sipponen ¢z al. (2018) reportan un menor contenido de proteina del 60% tras
el desgrasado con CO,,. Otros autores reportan contenidos similares de proteina en
harina de grillo desgrasada con solventes. Bolat ef a/. (2021) reportan contenido de
proteina 79-81% tras desgrasar con hexano con extraccion asistida por altas presio-
nes hidrostaticas utilizando diferentes presiones y temperaturas. Ndiritu ez a/. (2017)
reportan un contenido de proteina 72.63% tras desgrasar con hexano; mientras
que Turck ez al. (2022), un contenido de proteina de 75.3% en harina parcialmente
desgrasada con hexano.

El contenido de proteina fue determinado por el método de Kjeldahl utilizando
un factor de conversion de nitrégeno de 6.25; sin embargo, el contenido de proteina
podria verse sobreestimado debido al contenido nitrégeno no proteico presente en
la quitina. Boulos ez /. (2020) proponen un factor de conversion de nitrégeno de
5.33 para harinas y 5.6 para aislados de proteina de insectos, y especificamente un
tactor de conversion de 5.25 para Acheta domesticus, esto basado en revisiones biblio-
graficas del contenido de aminoacidos. Ritvanen e a/. (2020) proponen un factor de
conversion de nitrégeno de 5 para dos especies de grillos (Acheta domesticus y Grillus
bimalicus), esto tras analizar el contenido de nitrégeno y aminoacidos.

El contenido de fibra dietética total disminuy6 de 11.6% % 0.04 en HG a 10.16%
+ 0.01 en HGS tras el desgrasado, afectando consigo el contenido de fibra soluble e
insoluble que también se ven disminuidos tras el desgrasado, esto podria deberse al
tipo de polisacaridos que podria estar ligado a la grasa. Inversamente, el contenido
de fibra cruda se ve aumentado de 5.27% % 0.04 en HG a 8.21% * 0.03 en HGS,
esto puede estar relacionado al contenido de quitina, aumentando su proporcion
tras el desgrasado.

Propiedades tecnofuncionales

Actividad y estabilidad de emulsion

La Figura 1 A) muestra que no existe diferencias significativas en la AE entre HG
y HGS a pH 3 y pH 5; sin embargo, en la Figura 1 B) se puede observar que HGS
a pH 3.0 muestra una EE del 100% comparada con HG y HGS a pH 3.0 y pH 5.0.
Kim ez al. (2017) reportan una AE de 45% en soluciones a 2.1 M de NaOH. Para

EE Lucas-Gonzalez et al. (2019) reportan 95% de estabilidad en harina liofilizada,
similar a lo observado en este trabajo.
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Figura 1. A) Actividad de emulsién de HG y HGS. B). Estabilidad de emulsion 30 minutos después. HG: harina
de grillo, HGS: harina de grillo desgrasada por fluido supercritico. Los resultados se expresaron como media +
desviaciones estandar. Diferentes letras indican diferencias significativas entre las muestras (p <0.05) de acuerdo
a la prueba de Tukey.

El aumento de EE en HGS podria estar relacionado al bajo contenido de grasa,

permitiendo una mayor interacciéon de las grasas entre las regiones hidrofilicas e
hidrofébicas de los aminoacidos (Purschke ez a/., 2018).

Retencion de agua y aceite

La Figura 2 muestra la capacidad de retencion de agua (A) y aceite (B), para ambas
pruebas HGS mostré una mayor capacidad de retencion. Lucas-Gonzalez ef al.
(2019) reportan una RA 2.86 g/g de muestra y una RE de 3.21 g/g de muestra,
siendo muy similar a lo observado para HGS para retencién de agua. El aumento en
el contenido de proteina en HGS podria estar relacionado con el aumento de RA 'y
RE, ya que la concentracion de proteina, conformacion de proteinas y el perfil de
aminoacidos pueden afectar la retencion (Verhoeckx ez al., 2014).
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Figura 2. A) retencién de agua (RA) en HG y HGS. B) retencién de aceite (RE) en HG y HGS. HG: harina de
grillo, HGS: harina de grillo desgrasada por fluido supercritico. Los resultados se expresaron como media +
desviaciones estandar. Diferentes letras indican (Villasefior ef al., 2021) diferencias significativas entre las
muestras (p <0.05) de acuerdo a la prueba de Tukey.

Gelificacion

La Tabla 2 muestra la capacidad gelificante de HG y HGS, observando aparicion de
gel hasta una concentracion del 30% (p/v). Yi ez al. (2013) mencionan la apaticion
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de gel en concentraciones mayores de 30% de proteina de grillo en pH neutro o
alcalino, siendo similar a lo observado en este trabajo. La capacidad gelificante esta
relacionada a la capacidad de agregacion de las proteinas debido a las interacciones
de los puentes disulfuro e interacciones hidrofébicas (Purschke e af., 2018; Yi ez al.,
2013). La aparicion de gel en este trabajo podria estar relacionado al procesamiento

y a la desnaturalizacion de las proteinas generadas por el tratamiento térmico (Vi-
llasefor et al., 2021).

Tabla 2. Concentracion minima para la formacion de gel
Concentracion (p/v)

Muestra 5% 10% 15% 20% 25% 30%
HG X X X X X O
HGS X X X X X o]

X: sin formacién de gel, O: formacion de gel. HG: harina de grillo, HGS: harina de grillo desgrasada por fluido supercritico.

Capacidad espumante y estabilidad

La Figura 3 A) muestra la CE a diferente pH, observandose una mayor capacidad
espumante en HGS a pH 7.0, HG a pH 3.0 no mostré capacidad espumante. Asi
mismo, HGS a pH 7.0 mostré una mayor EES después de 30 min (Figura 3 B). Este
comportamiento podria estar relacionado a estar cerca de un pH alcalino donde
existe una mayor solubilidad de proteina. Yi ez 2/ (2013) mencionan una mayor CE
a pH 3.0; sin embargo, no se observo CE a pH 3.0 en este trabajo. Lucas-Gonzalez
et al. (2019) reportan una EES de 75% en harina liofilizada, mayor a lo observado
en este trabajo. El aumento en CE y EES para HGS podria estar relacionado a una
posible alteracion en la estructura de las proteinas generadas por la aplicacion de
presion en el proceso de desgrasado, la cual podria afectar la hidrofobicidad de la
superficie de las proteinas (Mishyna ez a/., 2021; Sipponen ef al., 2018).

100 A 70
60
< %0 <50 B
o el
< 60 B £ 40 ,
= =
S 40 | 30 CD cD
2 CD Z 20 CDE
H 20 & DE
H 10
0 0 |}|
HG HGS|HG HGS HG HGS HG HGS HG HGS|HG HGS|HG HGS|HG HGS
A) pH 3 pH 4 pH5 pH 7 pH3 | pH4 | pHS5 | pH7

Figura 3. A) Capacidad espumante de HG y HGS. B). Estabilidad de espumado 30 minutos después. HG: harina
de grillo, HGS: harina de grillo desgrasada por fluido supercritico. Los resultados se expresaron como media +
desviaciones estandar. Diferentes letras indican diferencias significativas entre las muestras (p <0.05) de acuerdo
a la prueba de Tukey.
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Digestibilidad proteica in vitro

La Figura 4 muestra la digestibilidad proteica iz vitro de HG y HGS comparada con
caseina. No hay diferencia significativa en la digestibilidad proteica de HG y HGS,
lo cual podria indicar que el proceso de desgrasado por SFE y la grasa en si no
afectan a la digestibilidad de la proteina. Valores similares de digestibilidad proteica
se pueden encontrar en chicharo, frijol, lenteja, sorgo, cafiamo y concentrado de
proteina de avena (Kaur ez a/, 2022). Por otro lado, Xue ¢/ a/. (2020) mencionan que
los tratamientos a altas presiones mejoran la digestibilidad de las proteinas como
actina, miosina y troponina.
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Figura 4. Digestibilidad proteica in vitro. Cas: caseina, HG: harina de grillo, HGS: harina
de grillo desgrasada por fluido supercritico. Los resultados se expresaron como media
desviaciones estandar. Diferentes letras indican diferencias significativas entre las muestras
(p <0.05) de acuerdo a la prueba de Tukey.

Conclusion

El método de desgrasado por extraccion con fluidos supercriticos se postula como
una alternativa innovadora al uso de solventes para la eliminaciéon de grasa. Al com-
parar con la muestra sin desgrasar, este método de desgrasado ayuda a aumentar el
contenido de proteinas hasta en un 80%; sin embargo, la utilizaciéon de un factor
de conversion de nitrégeno adecuado para Achetad domesticus es importante para
evitar sobreestimar el contenido de proteina. La harina de grillo desgrasada por
extraccion con fluido supercritico mostré mejor estabilidad de emulsion, capaci-
dad emulsificante, retencion de agua/aceite y capacidad de espumado a diferentes
condiciones comparada con la harina sin desgrasar. El método de desgrasado por
extraccion de fluidos supercriticos no afecta la digestibilidad proteica de la harina,
conservando una alta digestibilidad. Debido a sus propiedades tecnofuncionales, las
harinas de grillo podrian ser empleadas en la formulacion de productos alimenticios
para aumentar su contenido proteico. El contenido de fibra dietética y fibra cruda
se ven afectados tras el desgrasado por extraccion con fluidos supercriticos, por lo
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cual serfa necesario la descripcion de polisacaridos presentes en las harinas de grillo
para encontrar una relacién con la grasa. El desarrollo de métodos innovadores
para generar ingredientes proteicos de grillo podria mejorar la aceptabilidad de los
consumidores y podrian aplicarse en la formulaciéon de alimentos para aumentar
su contenido proteico. Es necesario realizar ensayos para caracterizar su potencial
biologico de los ingredientes derivados del grillo. Considerando que es una meto-
dologia libre de solventes, se considera un proceso amigable con el medio ambiente.
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