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1. RESUMEN

Los acidos grasos se han convertido en los ultimos afios en objeto de estudio
debido a su importancia tanto alimenticia como industrial. Estudios previos han
demostrado que las larvas de insectos comestibles, ademas de ser una fuente proteica, son
una fuente interesante de &cidos grasos. Se ha demostrado ademas que el perfil lipidico
de dichas larvas varia segun su etapa de vida, su habitat, el sexo y la alimentacion.
Alimentar larvas con frutos de destrio podria mejorar su perfil lipidico ademas de tener
un impacto positivo a nivel medioambiental. Con lo cual, el objetivo de este trabajo se
centrd en estudiar la influencia del uso de frutos de destrio como alimento en el perfil
lipidico de larvas de Tenebrio molitor, Zophoba morio y Hermetia illucens. En primer
lugar, cabe destacar que las larvas de Zophoba morio fueron las que obtuvieron un mayor
contenido en grasa, lo que se correlaciono con la bibliografia. En segundo lugar, las larvas
de Tenebrio molitor alimentadas con sandia deshidratada presentaron un pequefio
porcentaje de &cidos grasos poliinsaturados omega 3 (PUFA n-3), lo que podria ser un
inicio para mejorar el perfil lipidico de estas larvas para la obtencion de este grupo de
acidos grasos. Las larvas de Hermetia illucens alimentadas con papaya y tomate
deshidratado presentaron un pequefio porcentaje de acido a-linoleico, un acido graso de
gran interés ya que es el precursor de DHA (C22:6n3), un acido graso que juega un rol
importante en la prevencion de muchas patologias. Por otra parte, las larvas de Hermetia
illucens son mejores candidatas para la produccion de biodiésel gracias a su alto contenido
en &cidos grasos saturados. Por tltimo, se evalu6 el perfil de triacilgliceroles de las larvas
de Zophoba morio obteniendo una fraccién con alto contenido en acido oleico (C18:1n9),
un &cido graso de interés en la industria alimenticia. Estos resultados permitieron concluir
que la alimentacion con frutos de destrio mejord el perfil lipidico de larvas de Tenebrio
molitor y Hermetia illucens. Estos resultados podrian ser un inicio para futuras
investigaciones.
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Abstract

Fatty acids have become an object of study in the past years due to their nutritional
and industrial importance. Previous studies have proven that edible insect larvae, besides
being a great protein source, are an interesting source of fatty acids. It has also been
proven that the fatty acids profile of larvae varies according to their life stage, their
habitat, sex and diet. Feeding larvae with agricultural wastes like bad fruits could improve
the fatty acids profiles and would have a positive environmental impact. So, this work
was focused on studying the influence of using those agricultural wastes as food in
Tenebrio molitor, Zophoba morio and Hermetia illucens larvae. In the first place, the
larvae of Zophoba morio were those with the highest fat content, which was correlated
with the literature. Secondly, Tenebrio molitor larvae fed with dehydrated watermelon
showed a small percentage of fatty acids n3 (PUFA n-3), which could be a starting point
to improve the fatty acids profile of this larvae to obtain this group of fatty acids. Hermetia
illucens larvae fed with dehydrated tomato and papaya showed a small percentage of a-
linoleic acid (C22:6n3), the precursor of DHA, a fatty acid that plays an important role
preventing many pathologies. On the other hand, it was found that Hermetia illucens
larvae were the best candidates to biodiesel production, due to their high content in
saturated fatty acids. Finally, the triacylglycerols profile of Zophoba morio was evaluated
obtaining a fraction with a high content of oleic acid (C18:1n9), a fatty acid of interest in
the food industry. These results allow to conclude that feeding Hermetia illucens and
Tenebrio molitor larvae with agricultural wastes improve the fatty acids profile and could
be a starting point for further studies.
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2. INTRODUCCION

2.1 Acidos grasos y su importancia

El consumo de aceites a nivel mundial ha aumentado notablemente en los ultimos
veinte afios y en la actualidad su utilizacion estd ampliamente diversificada en todo el
planeta (Landivar Valverde, 2012). Por otra parte, ha aumentado considerablemente la
importancia de los alimentos que contienen acidos grasos poliinsaturados, debido a sus
efectos positivos en el organismo en cuanto al funcionamiento del sistema nervioso
central (Hernandez, 2014). La importancia de este grupo de acidos grasos también se debe
a que los pertenecientes a la familia omega 6 y omega 3 no pueden ser sintetizados por el
ser humano, con lo cual son considerados esenciales y deben estar presentes en la dieta
(Onofre et al., 2010). Se debe tener en cuenta, ademas, que en ciertas partes del mundo la
relacion n-6/n-3 se encuentra entre 15.0/1 y 16.7/1, siendo su valor éptimo entre 1.0/1.0
y 4.0/1.0. Con lo cual, la obtencion de acidos grasos poliinsaturados omega 3 (PUFA n-
3) es especialmente relevante para la nutricion humana (Guil-Guerrero et al., 2018).

Las deficiencias en &cidos grasos poliinsaturados omega 6 (PUFA n-6) pueden
conducir a un crecimiento deficiente, lesiones cutaneas e insuficiencia reproductiva.
Mientras que, las deficiencias en acidos grasos omega 3 podrian provocar reduccién de
la agudeza visual, un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular, asi como la
disminucion del acido docosahexaenoico (DHA; 22:6n3) en el cerebro y en la retina, lo
que derivaria en una disminucion de la modulacion de varias vias de sefializacion a nivel
del cerebro (Guil-Guerrero et al., 2018).

El &cido docosahexaenoico (22:6n3) es un acido graso omega 3 de cadena larga
derivado del acido a-linolénico. El acido docosahexaenoico junto con el &cido
araquidénico es el acido graso poliinsaturado que se encuentra en mayor concentracion
en el tejido nervioso. Sin embargo, hasta el momento, su mecanismo de accion no esta
totalmente dilucidado, pero es probable que actle a nivel de las membranas celulares,
regulando diversas funciones metabdlicas, y también a nivel de la expresion de genes
relacionados con la funcion cerebral (Landivar Valverde, 2012; Sanhueza et al., 2004).

Otros &cidos grasos de interés en la alimentacion son los acidos grasos
monoinsaturados (MUFA), como los acidos grasos omega 9. Si bien no son considerados
esenciales (Valenzuela et al., 2009) resultan también de enorme interés en alimentacion.
En concreto, se ha demostrado que el &cido oleico (C18:1n9) disminuye la produccion de
mediadores quimiotacticos de inflamacion, disminuyendo asi la intensidad de algunos
procesos inflamatorios (Mesa et al, 2006).
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Ademas, los acidos grasos pueden convertirse en ésteres metilicos de acidos
grasos (FAMEs) mediante la utilizacion de un catalizador alcalino. Los ésteres metilicos
de &cidos grasos (FAMES) pueden ser utilizados para la produccion de biodiesel, que es
una alternativa al diésel. Sin embargo, este catalizador funciona Unicamente con
triacilglicéridos, por lo que los &cidos grasos libres no pueden ser convertidos (Canakci
etal., 2001).

Por lo tanto, los &cidos grasos tienen un gran valor a nivel industrial y alimentario
estando en continuo estudio la mejora de la obtencion de estos de la manera méas
economica y eficiente.

2.2 Fuentes de acidos grasos

Actualmente, las fuentes mas importantes de omega 3 son los peces y mariscos de
agua fria, mientras que las de &cidos grasos omega 6 son los aceites de soja, girasol y
nuez, entre otros (Hernandez, 2014).

Practicamente todo el omega 3 que se introduce en productos de consumo humano
proviene del aceite de pescado. Sin embargo, el inconveniente derivado del caracteristico
olor de este producto obliga a su refinado, lo que conlleva el encarecimiento del producto
final (Landivar Valverde, 2012). Los PUFA n-6 estan presentes en todos los aceites,
mayonesas y otros productos elaborados que se consumen diariamente (Landivar
Valverde, 2012). Como se ha mencionado anteriormente, se busca aumentar la ingesta de
omega 3 en la dieta humana para mejorar la relacion n-3/n-6 (Morales et al., 2010). Por
otra parte, los MUFA, como el acido oleico, se obtienen principalmente de plantas, y se
consumen en productos como el aceite de oliva.

Para la produccion de biodiesel, los ésteres metilicos de acidos grasos de cadena
larga derivan de lipidos renovables como los derivados de aceites vegetales y grasa animal
(Zheng et al., 2012). Los ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) utilizados para la
produccién de biodiesel suelen obtenerse de aceite de soja. Sin embargo, el alto valor del
aceite de soja como producto alimenticio hace que la produccion rentable de dicho
combustible sea muy dificil (Canakci et al., 2001).

Para tratar de solventar esta problematica, se ha planteado la utilizacion de larvas
de insectos para la obtencion de grasas. Originalmente, las larvas se utilizaban para la
obtencion de proteinas debido a su alto contenido, sin embargo, se ha demostrado que
también representan una fuente alternativa de lipidos, especialmente de &cidos grasos
poliinsaturados (Santurino et al., 2016). Esta nueva fuente de acidos grasos se considera
una alternativa sostenible y respetuosa con el medio ambiente, tanto para la alimentacion
animal como para la dieta de millones de personas en todo el mundo (FAO, 2013).
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2.3 Las larvas como fuente de acidos grasos

Los insectos suelen ser estudiados mas por los problemas que causan en la sociedad
0 en la agricultura, que por los posibles beneficios derivados de su composicion
nutricional (Valdez Pantoja et al., 2010). Sin embargo, las larvas de insectos comestibles
constituyen una fuente importante de proteinas, acidos grasos esenciales, vitaminas,
fibras, micronutrientes como cobre, hierro, magnesio, fésforo, manganeso, selenio y zinc,
asi como de otras sustancias bioactivas (FAO, 2013). No obstante, se debe tener en cuenta
que la composicion quimica de los insectos depende de muchos factores y puede variar
significativamente incluso en la misma etapa de vida de una misma especie. Algunos de
estos factores son la fase de desarrollo, el sexo, el habitat, la dieta y la estacion del afio.
Por ejemplo, el contenido lipidico es mayor en el estado larvario que en el estado de pupa,
siendo el de menor contenido lipidico el adulto (Mlcek et al., 2014, Chen et al., 2009;
Finke, 2004). Esto se debe a que los insectos establecen reservas metabdlicas,
especialmente durante los estados de larva y pupa, ya que luego pasan por periodos del
ciclo de vida sin alimentacion, como es el caso de la metamorfosis. En los espacios entre
los 6rganos, los insectos poseen una estructura llamada “fat body”, un sistema de
almacenamiento de nutrientes utilizado durante la metamorfosis (Manzano-Agugliaro et
al., 2012).

Actualmente, los insectos comestibles constituyen una fuente natural y econémica
de alimentacion para los humanos. Son consumidos principalmente en zonas con
deficiencia en aminoacidos esenciales como por ejemplo paises de Latinoamérica, Asia
y Africa. Ademas de su utilizacion como alimento, su alto contenido en grasas abre
interesantes posibilidades industriales, como es la obtencion de biodiesel, para la cual, los
FAMEs de algunas especies de insectos, se han encontrado adecuados. Por tanto, la
produccion de insectos puede resultar un negocio potencial, teniendo en cuenta que
poseen un alto nivel nutritivo y su crianza supone un bajo impacto ambiental (Ramos-
Bueno et al., 2016).

Segun el principal grupo de acidos grasos presente en los insectos, se consideran
tres posibles aplicaciones en la industria alimentaria:

e La presencia de MUFA, especialmente acido oleico (18:1n9) les otorga
propiedades texturales con lo cual suelen ser utilizados como agentes
emulsionantes y aditivos alimenticios. Zophoba morio es una especie con alto
contenido en acido oleico.

e La presencia de PUFA n-3 y PUFA n-6 son interesantes para la industria
alimentaria, al tratarse de acidos grasos esenciales.

e La presencia de &cidos grasos saturados para la industria alimentaria. Este es
el caso de Hermetia illucens y Zophoba morio, cuyos &cidos grasos pueden
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ser utilizado en aplicaciones similares al aceite de coco o leche en polvo para
bebés, entre otras (Ramos-Bueno et al., 2016).

Por otra parte, para la produccion de biodiésel es muy interesante el alto contenido
en acidos grasos saturados (Manzano-Agugliaro et al., 2012).

Se ha demostrado que el perfil lipidico de los insectos, especialmente durante su
estado larvario, puede ser manipulado mediante la dieta (Guil-Guerrero et al., 2018). Por
otra parte, también se debe tener en cuenta que el método de extraccion utilizado resultara
en la extraccion de distintas clases de lipidos (Christie, 1993).

En este trabajo, estudiaremos el perfil lipidico de las larvas de Tenebrio molitor,
Zophoba morio y Hermetia illucens con distintos tipos de alimentacion. El perfil lipidico
influye en los posibles usos de las larvas, ya sea para obtener biodiesel o como
alimentacion. A continuacion, detallamos las caracteristicas principales de cada una de
las larvas seleccionadas.

2.3.1 Tenebrio molitor

Tenebrio molitor es una especie de escarabajo que presenta una amplia
distribucion geografica. Dicho escarabajo es uno de los mas grandes (15 mm largo) e
infecta productos alimenticios almacenados. Se alimenta de productos provenientes de
plantas y causa dafios a su masa total y valor nutritivo (Siemianowska et al., 2013).

Sus larvas se utilizan habitualmente como materia prima proteica en la
acuicultura. Cada hembra adulta pone alrededor de 300 huevos, que podrian incubar en
larvas en 10 a 12 dias (Zheng et al., 2013). El estado larvario es el mas largo, siendo de 3
a 4 meses. El estado de pupa suele durar entre 12-20 dias (Ong et al., 2018). En la figura
2-1 se muestra el ciclo de vida de dicha especie.
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Beetle

Figura 2-1 Esquema del ciclo de vida de Tenebrio molitor. Fuente: Ong et al., 2018.

2.3.2 Zophoba morio

Zophoba morio es una especie de escarabajo usado comunmente como alimento
para reptiles domesticados y en polvos proteicos industriales. El ciclo de vida de Zophoba
morio dura casi 6 meses e incluye cuatro etapas: huevo, larva, pupay adulto. Su contenido
en grasa es de aproximadamente 1/3 de su peso seco, valor que es relativamente mayor
que otras especies de insectos (Leung et al., 2012).

La hembra de Zophoba morio pone alrededor de 400 huevos, 20 a 60 huevos por
evento reproductivo. Estos huevos pueden incubar a larvas en un periodo de 8 a 12 dias.
El estado larvario suele ser el mas largo, durando aproximadamente 3 meses. El estado
de pupa suele durar entre 2 a 3 semanas. El ciclo de vida de esta especie varia segun la
temperatura (Schulte, 1996).

2.3.3 Hermetia illucens

Hermetia illucens es una especie de mosca que contiene un alto valor nutricional
(Sheppard et al., 1998). Es un componente muy completo en dietas que favorecen el
crecimiento de las aves de corral y cerdos, entre otros (Segura Cazorla, 2015).

Las hembras ponen alrededor de 600 huevos. La incubacién de los huevos es de 3
a 4 dias hasta alcanzar el estado larvario. En condiciones ideales, la larva puede madurar
en 10 dias. Los adultos no se alimentan, con lo cual, dependen de las reservas acumuladas

10
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durante la fase larvaria (Segura Cazorla, 2015). En la figura 2-2 se muestra un esquema
del ciclo de vida de Hermetia illucens.

Adulto 4d 4d Huevo

~14 d

Larva

Prepupa

Figura 2-2 Esquema del ciclo de vida de Hermetia illucens Fuente: investiga. Tec., enero de 2009

2.4 Estudios previos

La mayor atencion en el uso de insectos como fuente de alimento se centra en el
contenido proteico, sin embargo, algunas investigaciones en cuanto a la composicion
quimica han demostrado que los insectos son una fuente importante de lipidos,
especialmente de acidos grasos esenciales (PUFA n-3 y PUFA n-6) (Chen et al., 2009;
Ramos-Elorduy, 2008; Yang et al., 2006). Estudios previos han demostrado que el
contenido en &cidos grasos poliinsaturados esenciales en larvas es superior al observado
en grasa animal (Chen et al., 2009). El contenido en grasa de las larvas oscila entre un 10
y 40% de su peso seco, y en todos los casos esta constituido por mas acidos grasos
insaturados que en otras especies animales (Ramos-Elorduy, 1998).

Un estudio ha mostrado que el contenido en grasa en peso seco de Tenebrio
molitor en su estado larvario se encuentra alrededor del 30%, mientras que el de Zophoba
morio se encuentra alrededor de 40%, y el de Hermetia illucens entorno a un 20%. Sin
embargo, estos datos son muy variables, como mencionamos anteriormente, ya que el
perfil lipidico de las larvas depende de muchos factores (Manzano-Agugliaro et al., 2012).

La mosca Hermetia illucens tiene un alto valor nutricional. Estudios previos han
demostrado el alto porcentaje de grasa de las prepupas (35%) (Segura Cazorla, 2015;

11
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Newton et al., 1997). Estudios similares también han mostrado que a partir de harina de
las prepupas de Hermetia illucens, es posible reemplazar al menos en un 25% la harina
de pescado en una dieta, sin reducir la tasa de conversiéon (Segura Cazorla, 2015; St-
Hilaire et al., 2007). Por otra parte, las prepupas de Hermetia illucens alimentadas con
desechos de pescado mezclado con estiércol de vaca, mejoran el contenido de &cidos
grasos omega 3 desde unos niveles insignificantes hasta alcanzar un 3% (Segura Cazorla,
2015; St-Hilaire et al., 2007).

Un estudio realizado por Souza en 2011 ha mostrado como varia el ciclo de vida
de Tenebrio molitor segun el tipo de alimentacion. Muestra que el peso aumenta
considerablemente si las larvas son alimentadas con avena en lugar de trigo, ademas de
aumentar su porcentaje de lipidos, sin embargo, se obtuvo mayor contenido proteico para
las larvas alimentadas con harina de trigo. Con lo cual, este estudio ha vuelto a confirmar
que tanto la etapa de vida del insecto como su alimentacion influyen considerablemente
en su valor nutritivo.

Por otra parte, durante los dltimos afios, los insectos también han atraido la
atencion de investigadores por su enorme potencial como fuente de energia. Se ha
estudiado la capacidad de especies como Tenebrio molitor para reciclar residuos
orgénicos generando un incremento en la acumulacion de grasa. Asi, se ha visto que
Hermetia Illucens puede colonizar una amplia gama de materiales organicos, y utilizarlos
para sintetizar proteinas y grasas, que a su vez pueden ser utilizadas como materia prima
para la produccién de biodiesel. Especies como Zophoba morio también han sido
estudiadas para su utilizacion en la produccion de biodiesel, obteniéndose resultados muy
satisfactorios y prometedores (Leung et al., 2012).

2.5 Hipotesis de trabajo

En funcién de lo indicado con anterioridad, la hipétesis de partida se baso en el
hecho de que, mediante distintas estrategias de alimentacion de larvas de Tenebrio
molitor, Zophoba morio y Hermetia Illucens, a base de distintos frutos de destrio
deshidratados, se podria modificar el perfil lipidico de las larvas, permitiendo obtener
acidos grasos de mayor interés alimentario y/o industrial.

12
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo general

Evaluar la influencia del uso de frutos de destrio como alimento en el perfil
lipidico de larvas de Tenebrio molitor, Zophoba morio y Hermetia illucens.

3.2 Objetivos especificos

Los objetivos especificos abarcan la realizacion de estudios comparativos entre
las larvas alimentadas con salvado de trigo y las larvas alimentadas con frutos de destrio
(sandia, papaya y tomate deshidratado), con el fin de determinar:

) El contenido en grasa mediante la evaluacion de distintos métodos de
extraccion.

i) La variacion del perfil lipidico

iii) La variacion del perfil de triacilgliceroles

13
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Larvas seleccionadas y condiciones de crecimiento

Se seleccionaron larvas de tres insectos Tenebrio molitor (gusano de la harina),

Hermetia illucens (mosca soldado negra) y Zophoba morio (gusano rey) por su alto
contenido en grasa (Figura 4-1). Las larvas fueron alimentadas con salvado de trigo

(control) y con residuos de frutos de sandia, tomate y papaya. Los residuos de frutos
fueron previamente deshidratados.

Tenebrio molitor
(gusano de la harina) §

Hermtia illucens
(mosca soldado negro)

Figura 4-1- Imagen representativa de las larvas de insectos utilizados.

En la siguiente tabla se hace referencia a los cddigos que se utilizaron para
nombrar las distintas especies de larvas, asi como los tratamientos aplicados en funcion

del tipo de dieta.
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Tabla 4-1 — Cddigos de las especies de larvas y tratamientos aplicados.

Especie Tipo de alimentacion Cadigo asignado
Salvado de trigo ZC
Zophoba morio Sandia deshi_dratada ZS
Tomate deshidratado ZT
Papaya deshidratada ZP
Salvado de trigo TC
Sandia deshidratada TS
Tenebrio molitor Tomate deshidratado TT
Papaya deshidratada TP
Salvado de trigo HC
Hermetia illucens Sandia deshi_dratada HS
Tomate deshidratado HT
Papaya deshidratada HP

Las larvas se adquirieron a una empresa especializada en cria de insectos vy,
durante los siguientes tres dias de su recepcién, se mantuvieron en condiciones similares
de temperatura y dieta. Las larvas de Hermetia illucens se compraron en estado larvario
L2-L3 y las larvas de Zophoba morio y Tenebrio molitor tenian entre 2-3 semanas de
crecimiento. Se alimentaron 2 veces por semana Yy para hidratarlas se les suministro un
poco de agua en gel. La cantidad de alimento fue modificAndose conforme el crecimiento
de las larvas era mayor.

Los ensayos con Tenebrio molitor se llevaron a cabo en bandejas de plastico de
75 g. El nimero de larvas aproximado por bandeja fue de 200-300 larvas, previamente
sometidas a una limpieza de restos de excrementos y alimentos utilizando un tamiz de
100 um. Las larvas se mantuvieron en las mismas bandejas, 4 réplicas para el control y
para cada uno de los alimentos suministrados. Los 16 grupos de larvas se limpiaron
semanalmente y se alimentaron con salvado de trigo y alimento deshidratado (aprox. 15
g) dos veces por semana. La limpieza consistio en la retirada de los restos de alimento y
de los excrementos mediante tamizado, con un tamafio de poro adecuados al tamafio de
las larvas (100 -500 pum).

La cantidad de alimento que se les afiadio dependio de las necesidades de las
larvas, aumentando la cantidad de alimento progresivamente a medida que las larvas
crecian e intentando mantener una proporcion constante para el salvado y el alimento
fresco.

De igual manera se trabajé con las larvas de Zophoba morio y con Hermetia
illucens. En la figura 4-2 se muestran imagenes de los ensayos realizados con las tres
especies de larvas.
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E LARVAS DE Tenebrio molitor LARVAS DE Hermetia illucens

Larvas de Tenebrio molitor una vez
recepcionadas en las instalaciones
de TECNOVA Se recben 16
bandejas de plistico con
aproximadamente 75 g de lanas
(200-300 larvas) con una cama de
salvado de trigo.

Fotografia de las 16 bandejas con larvas de Zophobo
morio recepcionadas en el laboratorio.

Figura 4-2- Imagen de los ensayos realizados en el laboratorio con Tenebrio molitor (A); Hermetia illucens
(B) y Zophoba morio (C).

Las larvas se mantuvieron en condiciones controladas a una temperatura de 25-28°C
y una humedad relativa de 60% con fotoperiodo controlado (16 horas de luz y 8 de
oscuridad). La cria de las larvas se prolong6 durante seis semanas y media y se prosiguio
con su mantenimiento de limpieza y suministro de alimento. Durante las Ultimas 24 horas,
las larvas se mantuvieron sin alimento para vaciar su contenido intestinal. A continuacion,
se limpiaron los excrementos, se registrd su peso total, se introdujeron en bolsas de
congelacion y se mantuvieron a -20°C hasta su posterior procesado.

4.2 Preparacion de las muestras
4.2.1 Métodos de deshidratacion

Se evaluaron distintos métodos de deshidratacién para determinar si existen
variaciones en el perfil lipidico de las larvas estudiadas. Los métodos evaluados fueron:
secado por estufa (Estufa Memmert VFS); deshidratacion por conveccion (lrconfort
Infrared Emitters IRCD18) y por infrarrojo (Klarstein Food Dehydrator) (figura 4-3, 4-4
y 4-5)
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Figura 4-3 — Método de deshidratacion por estufa. Equipo utilizado (A) Muestras de Zophoba morio (B)
Muestras de Tenebrio molitor y Hermetia illucens (C).

Figura 4-4 — Método de deshidratacion por conveccidon. (A) Equipo utilizado (B) Muestras de Zophoba
morio (C) Muestras de Tenebrio molitor (D) Muestras de Hermetia illucens

Figura 4-5 — Método de deshidratacién por infrarrojo. (A) Equipo utilizado (B) Muestras de Zophoba
morio (C) Muestras de Tenebrio molitor (D) Muestras de Hermetia illucens.
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4.2.2 Procedimiento de molienda de larvas

Una vez deshidratadas, las larvas fueron molidas con un molinillo (Molinillo
Titanmill 300 Duoclean (Cecotec)) hasta obtener un polvo fino, denominado harina de
insecto. En la figura 4-6 se muestra ver el proceso de molienda con las larvas de Zophoba
morio.

RA LA OBTENCION DE LA HARINA DE INSECTO

(Zophoba morio)

rr'm\
aae

.)‘

Figura 4-6 — Molienda de las larvas de Zophoba morio

4.3 Optimizacion de un procedimiento de extraccion del contenido
lipidico
Se evaluaron distintas metodologias para la extraccion del contenido lipidico:

e extraccion utilizando n-hexano
e extraccion utilizando acetato de etilo
e prensado de las larvas en frio.

La técnica seleccionada finalmente, fue aquella para la cual se obtuvo un mayor
contenido en grasa. Para conocer el valor del contenido en grasa, se peso inicialmente el
matraz vacio y posteriormente se volvidé a pesar tras el secado de la muestra por
evaporacion.

4.3.1 Extraccion utilizando disolventes

El procedimiento utilizado se basé en el descrito por Taborda et al. (2018). En un
tubo falcon™ de 50mL se pesaron 2 g de harina de insecto, se agregaron 14mL de
disolvente (n-hexano o acetato de etilo) y se llevo al ultrasonido (Ultrasons-H JP Selecta)
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, el extracto se filtré con papel
de filtro y se adicionaron de nuevo 14mL de disolvente para la realizacion de una segunda
extraccion siguiendo el mismo procedimiento. Se unieron ambos extractos y se llevé a
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sequedad mediante evaporacién a presion reducida a 40°C utilizando el rotavapor
(Evaporador rotativo RE100-Pro) (figura 4-7).

Figura 4-7— Metodologia de secado mediante destilacion. (A) Matraz con el extracto a secar (B) Rotavapor
con el matraz (C) Matraz con el extracto seco.

4.3.2 Prensado

Para evaluar esta técnica de extraccion se utilizaron muestras de larvas de forma
previa al proceso de deshidratacion y molienda mencionado en el punto 4.2. Se pesaron
aproximadamente 10 g de larvas frescas y se procedié al prensado. Se transfirio el
material prensado a un tubo falcon™ de 15mL y se pesd para conocer la masa obtenida.
Se centrifugd a 4000 rpm durante 20 minutos. Se tomo el aceite, se pasd a un tubo
Eppendorf® y se centrifugd nuevamente a 10000 rpm durante 10 minutos. Se guardd el
aceite obtenido en un vial y se registré la cantidad obtenida. En la figura 4-8 se muestra
la metodologia de prensado.

Figura 4-8 — Metodologia de prensado. Prensa utilizada (A), aceite obtenido (B).
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4.4 Caracterizacion del perfil lipidico mediante cromatografia de
gases (GC)

4.4.1 Obtencion de ésteres metilicos de acidos grasos

Este procedimiento se basa en el descrito por Ramos-Bueno et al, 2016. Se
pesaron 50-60 mg de harina de insecto en un tubo pirex®. Se agregé 1mL de hexano y
1mL de la mezcla metilante. Se llevé a 100°C durante 30 minutos en un termobloque.
Una vez enfriado el extracto, se agregé 1mL de H-O, se centrifugd durante 2 minutos a
1000 rpm y finalmente se pasé la fase organica a viales para su andlisis final. Este
procedimiento se realizé por triplicado.

4.4.2 Deteccidn y cuantificacion del perfil lipidico por GC

El estudio del perfil lipidico se realizO mediante el andlisis de la fraccién
conteniendo los FAMEs de interés. Los distintos acidos grasos se mostraron como picos
con distintos tiempos de retencion.

La cuantificacion se realizd a partir del cromatograma, del cual se obtuvo el
porcentaje de area de cada pico, correspondiente a un acido graso. El area de los picos se
corresponde con la concentracién del acido graso en la muestra.

4.5 Caracterizacion del perfil de triacilgliceroles mediante
cromatografia de liquidos

Para la consecucion de esta tarea, se utilizaron 5 mg de aceite a partir del aceite
obtenido mediante la extraccion con acetato de etilo en 1mL de n-hexano (5mg/mL). Se
analizaron mediante un cromatografo de liquidos de alta resolucién (HPLC Thermo
Spectrasystem UV8000) con una columna en fase reversa C18 donde se emple6 como
fase maévil una mezcla de Acetonitrilo:Isopropanol (80:20) y un caudal de flujo de 1
mL/min. La temperatura de la columna fue de 30°C y la longitud de onda del
espectrofotémetro fue fijada en 210 nm. La duracion del cromatograma se establecio en
30 minutos.

Los diferentes triglicéridos se recogieron por separado en funcion de su tiempo de
retencion, se dejo evaporar el n-hexano. Se metilaron y se analizaron posteriormente
mediante cromatografia de gases (Thermo Trace GC Ultra), donde se obtuvo la
composicion de los triglicéridos del aceite y, por tanto, su contenido en acidos grasos.
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4.6 Analisis estadistico

Los resultados del perfil lipidico obtenidos mediante cromatografia de gases se
analizaron estadisticamente para evaluar la existencia de diferencias significativas entre
los distintos tipos de alimentacion evaluados.

Para cada analisis, se calculd la desviacion estandar (SD) entre las réplicas. Se
realizd un analisis de varianza (ANOVA) utilizando un nivel de significancia de 0,05.
Cuando se encontraron diferencias significativas entre las muestras se realizo un test de
comparaciones maltiples utilizando el indice de Tukey. Estos analisis se realizaron con
el programa GraphPad Prism version 8.4.3 (686) (GraphPad Software, San Diego,
California USA).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Evaluacion de la metodologia de secado

Para la realizacion de este trabajo, se evaluaron tres metodologias de secado:
estufa, conveccion e infrarrojo. En la tabla 5-1 se muestra la variacion del perfil lipidico
analizado por cromatografia de gases de Tenebrio molitor alimentado con salvado de trigo
(TC) secado con las tres metodologias evaluadas.

Tabla 5-1 — Variacion del perfil lipidico de TC con las distintas metodologias de secado.

Acido graso INFRARROJO ESTUFA CONVECCION
C12 0,14+0,04" 0,14+0,05" 0™
Cl14 2,25+0,07" 1,84+0,08" 2,12+0,20"
C16 17,62+0,06" 16,48+0,08" 17,22+0,69"
C16.1n9 1,46+0,11" 1,29+0,01" 1,3240,15"
C18.1n9 2,90+0,81" 2,330,13" 3,050,11"
C18.1n7 32,41+0,65" 33,92+0,61" 32,14+1,96"
C18.2n6 41,23+1,58" 42,19+0,25" 42,16+0,78"
C18.3n3 1,83+0,01" 1,79+0,01" 1,75+0,08"

* indican que no se encontraron diferencias significativas entre las muestras analizadas.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el perfil lipidico
obtenido a partir de metodologia de secado, por lo que los ensayos posteriores se llevaron
a cabo en estufa de secado tradicional.

5.2 Optimizacion de una metodologia de extraccion de contenido
lipidico

Para seleccionar el mejor procedimiento de extraccion de contenido lipidico se

evalud el contenido en grasa a partir de cada una de las metodologias evaluadas, las cuales

fueron extracciéon con n-hexano, con acetato de etilo y prensado. En la tabla 5-2 se
muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 5-2. Porcentaje de grasa obtenido realizando la extraccion con n-hexano, acetato de etilo y mediante
prensado. Se muestra el resultado promedio junto con su desviacion estandar.

Muestra % Grasa con n-hexano % Grasa con % Grasa mediante

acetato de etilo prensado
TC 11,23+0,45 16,10+0,66 1,94+1,28
TS 16,16+2,86 19,66+0,41 15,92+0,57
TT 14,28+2,18 19,75+0,82 6,63+2,32
TP 16,93+3,88 22,77+0,45 3,57+0,61
HC 6,31+0,33 10,36+1,84 -
HS 6,89+0,57 11,29+1,04 -
HT 9,97+0,85 14,03£0,23 -
HP 7,33+0,20 15,06+0,04 -
ZC 13,56+0,67 23,41+1,86 -
ZS 13,05+1,07 25,17+0,21 -
ZT 15,0040,35 20,97+0,30 -
ZP 14,86+0,60 21,56+1,40 -

TC- Tenebrio control, TS- Tenebrio alimentado con sandia deshidratada, TT- Tenebrio alimentado con
tomate deshidratado, TP- Tenebrio alimentado con papaya deshidratada, HC- Hermetia control, HS-
Hermetia alimentada con sandia deshidratada, HT- Hermetia alimentada con tomate deshidratado, HP-
Hermetia alimentado con papaya deshidratada, ZC- Zophoba control, ZS- Zophoba alimentado con sandia
deshidratada, ZT- Zophoba alimentado con tomate deshidratado, ZP- Zophoba alimentado con papaya
deshidratada.

Los resultados del contenido en grasa tras la extraccién con n-hexano mostraron,
en general, una elevada reproducibilidad entre réplicas. En este caso, a partir de las
muestras de Tenebrio molitor se obtuvo un mayor contenido en grasa. En concreto, las
muestras de TS. Por otra parte, las muestras de Hermetia illucens fueron las que
mostraron menor contenido en grasa, siendo las HT las que tuvieron un mayor
rendimiento en esta especie. En el caso de Zophoba morio, las ZT también fueron las que
presentaron un mejor rendimiento.

Al igual que en el caso anterior, los resultados obtenidos a partir de la extraccion
con acetato de etilo mostraron una elevada reproducibilidad entre réplicas. Sin embargo,
en este caso, las muestras de Zophoba morio fueron las que obtuvieron un mayor
contenido en grasa. En concreto, las muestras ZS. Al igual que en la extraccién con n-
hexano, la extraccion de Hermetia illucens con acetato de etilo dio lugar a un menor
contenido en grasa, siendo la muestra HP la que obtuvo un mayor rendimiento. Por
ultimo, en el caso de Tenebrio molitor, la muestra que mostré un mayor rendimiento tras
la extraccion con acetato de etilo fue aquella alimentada con papaya deshidratada (TP).

En el caso de la extraccion realizada mediante prensado se evalud Unicamente
Tenebrio molitor, ya que en el resto de las muestras se observo que los resultados
obtenidos no mostraban una elevada reproducibilidad. Por otra parte, el contenido en
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grasa obtenido para TC, TT y TP fue considerablemente menor que el obtenido mediante
las otras dos metodologias de extraccion.

Los resultados obtenidos mediante la extraccion con acetato de etilo coincidieron
con los encontrados en bibliografia (Manzano-Agugliaro et al., 2012), siendo las larvas
de Zophoba morio las que mostraron un mayor contenido en grasa. Sin embargo, los
resultados reportados en bibliografia son mucho mayores a los obtenidos en este estudio,
ya que se ha descrito en Zophoba morio hasta un 38-40% de grasa, en Tenebrio molitor
hasta un 30-35% y en Hermetia Illucens hasta un 16-18% (Manzano-Agugliaro et al.,
2012). Por otra parte, se ha observado que el contenido en grasa se ve influenciado por
la metodologia de extraccion (Tzompa-Sosa et al., 2014; Pérez-Palacios et al., 2008), asi
como por la alimentacion de las larvas (Santurino et al., 2016; Segura Cazorla, 2014). Se
debe tener en cuenta ademas que las larvas utilizadas se encontraban en distintas etapas
de crecimiento de su estado larvario, y, como se mencion0 anteriormente, esto también
pudo influir en el contenido de grasa obtenido, asi como en el rendimiento en la extraccion
del contenido lipidico.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este apartado del preliminar del
trabajo, se continud el estudio con las muestras extraidas con acetato de etilo, ya que el
rendimiento de la extraccion fue mayor en todos los casos. Ademas, se trata de un
disolvente verde que puede ser reutilizado una vez realizado el proceso de extraccion.

5.3 Caracterizacion del perfil lipidico mediante cromatografia de
gases (GC)

Para la caracterizacion del perfil lipidico se calculé el porcentaje de area de cada
pico obtenido en el cromatograma, lo que nos permitié evaluar en qué proporcion se
encontraba cada acido graso en la muestra. En la tabla 5-3 se muestran los resultados
obtenidos para las distintas muestras de Tenebrio molitor.
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Tabla 5-3. Perfil lipidico obtenido para las muestras de Tenebrio molitor.

Acido graso TC TS TT TP
C12 0,14+0,05 0,16+0,01 0,13+0,02 0,23+0,06
Cl4 1,84+0,08 2,12+0,07 1,95+0,05 2,56x0,01
Cl16 16,48+0,08 17,02+0,45 16,89+0,30 18,56%0,51

C16:1n9 1,29+0,01 1,85+0,03 1,63+£0,04 0,54+0,23
Ci16:2n4 0 0,18+0,01 0 0
C16:3n4 0 0,08+0,01 0 0
C18:1n9 2,33+0,13 0 1,48+0,01 0
C18:1n7 33,92+0,60 49,20+0,61 38,89+0,65 44,07+1,14
C18:2n6 42,19+0,25 27,79+0,13 37,11+0,23 30,63+1,22
C18:3n3 1,79+0,01 1,19+0,03 1,73+0,02 1,42+0,08
C18:4n3 0 0,22+0,01 0 0

TC- Tenebrio control, TS- Tenebrio alimentado con sandia deshidratada, TT- Tenebrio alimentado con
tomate deshidratado, TP- Tenebrio alimentado con papaya deshidratada

En la figura 5-1 se muestra un gréafico comparativo del perfil lipidico obtenido
para cada muestra de Tenebrio molitor con cada tipo de alimentacion. En el caso de los
acidos grasos saturados, TP presentd diferencias significativas con el resto de las
muestras. En el caso de los MUFA, todas las muestras presentaron diferencias
significativas con el control (TC). Ademas, la muestra de TS fue la que presenté una
mayor cantidad de MUFA ¢51%), presentando diferencias significativas con TT y TP.
En el caso de los PUFA n-3, se observaron diferencias significativas entre dos grupos:
TCy TT con TS y TP, siendo TC y TT las que obtuvieron una cantidad mayor.
Finalmente, respecto a los PUFA n-6, se observaron diferencias significativas entre todas
las muestras, siendo el control la que presentd una mayor cantidad ¢ 42%).
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Figura 5-1. Grafico representativo de los distintos grupos de acidos grasos presentes en las distintas
muestras de Tenebrio molitor. Cada barra azul representa la suma de porcentajes de area de los acidos
grasos saturados, monoinsaturados (MUFA), poliinsaturados n-3 (PUFA n-3) y poliinsaturados n-6
(PUFA n-6). Cada barra negra representa la desviacion estdndar asociada. La cantidad de asteriscos (*)
sobre las barras representan las diferencias significativas dentro de cada grupo en base al indice de Tukey
(p<0.05)

Las larvas de Tenebrio molitor tienen un perfil lipidico rico en acidos grasos
PUFA n-6 y MUFA. Observando la figura 5-1, las larvas alimentadas a base de frutos de
destrio obtuvieron un porcentaje mayor de MUFA que las larvas control. Este resultado
puede ser interesante para la industria alimentaria, donde los acidos grasos
monoinsaturados pueden ser utilizados como agentes emulsificantes y aditivos
alimenticios (Ramos-Bueno et al., 2016). Por otra parte, en el caso de los PUFA n-6 el
resultado es el contrario: las larvas alimentadas con frutos de destrio obtuvieron
porcentajes significativamente menores a las larvas control. Con lo cual, si lo que se busca
obtener son PUFA n-6, la mejor opcidn sigue siendo la alimentacién con salvado de trigo.

Cabe mencionar que si bien el contenido de PUFA n-3 es muy reducido en estas
larvas (1,5%), las larvas alimentadas con sandia deshidratada son las Gnicas que contienen
el &cido estereadonico (C18:4n3) en un porcentaje bajo (0,22%). Esto puede ser
interesante ya que puede ser un inicio para mejorar el perfil lipidico de estas larvas para
la obtencidn de acidos grasos PUFA n-3, los cuales son especialmente relevantes en la
nutricion humana (Guil-Guerrero et al., 2018).

Por otra parte, las larvas TP fueron las que obtuvieron un porcentaje mayor de
acidos grasos saturados. Si bien las larvas de Tenebrio molitor no son las que poseen un
perfil lipidico con abundantes &cidos grasos saturados, este resultado puede ser
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interesante para evaluar su posible uso en la produccion de biodiésel (Manzano-Agugliaro
etal., 2012).

En la tabla 5-4 se muestra el perfil lipidico obtenido para Zophoba morio con cada
tipo de alimentacion.

Tabla 5-4 Perfil lipidico obtenido para las muestras de Zophoba morio.

Acido graso ZC ZS ZT ZP

C6 0 0 0,04+0,01 0

C8 0,68+0,02 0,80+0,10 0,70+0,05 0,70+0,05

C10 0,10+0,01 0,11+0,01 0,11+0,01 0,10+0,01

C12 0,09+0,02 0 0,13+0,01 0,12+0,02

C14 1,22+0,03 1,29+0,13 1,20+0,04 1,22+0,01

C16 29,49+0,89 31,51+0,75 29,52+0,41 29,87+0,29
C16:1n9 1,92+0,46 2,12+0,04 2,09+0,13 2,18+0,01
C16:2n4 1,09+0,01 1,10+0,09 1,03+0,01 1,03+0,01
C16:3n4 0 0,41+0,04 0,44%0,03 0,42+0,02
C18:1n9 9,13+5,83 5,56+0,18 6,14+1,24 5,16+0,34
C18:1n7 31,76+4,25 33,86+1,16 34,57+0,72 35,11+0,03
C18:2n6 23,39+0,16 22,66+0,20 23,49+0,06 23,60+0,08
C18:4n3 0,55+0,06 0,54+0,01 0,53+0,03 0,54+0,01

ZC- Zophoba control, ZS- Zophoba alimentado con sandia deshidratada, ZT- Zophoba alimentado con
tomate deshidratado, ZP- Zophoba alimentado con papaya deshidratada.

En la figura 5-2 se muestra un grafico comparativo del perfil lipidico obtenido
para cada muestra de Zophoba morio con cada tipo de alimentacion. En este caso, no se
observaron diferencias significativas entre las muestras en cuanto a la proporcion de
acidos grasos saturados, MUFA y PUFA n-3. Sin embargo, en el caso de PUFA n-6, ZS
presentd diferencias significativas con el resto de las muestras, siendo la que mostré una
menor proporcion de dichos acidos grasos.

Las larvas de Zophoba morio tienen un alto contenido en MUFA y acidos grasos
saturados. Sin embargo, se puede decir que el tipo de alimentacion no influy6 en el perfil
lipidico de las larvas ya que no se observaron diferencias significativas entre las larvas
control y las larvas alimentadas con frutos de destrio. La Unica excepcion es el caso de
ZS, que obtuvo un contenido menor de PUFA n-6 que el resto de las larvas, con lo cual,
este tipo de alimentacion se podria descartar en caso de buscar una mejora en el contenido
de &cidos grasos PUFA n-6.

Las larvas de Zophoba morio podrian ser utilizadas tanto en la produccion de
biodiesel gracias a su alto contenido en &cidos grasos saturados (Leung et al., 2012;
Manzano-Agugliaro et al., 2012), como para la industria como aditivos alimentarios y
emulsificantes (Ramos-Bueno et al., 2016).
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Si bien la alimentacion de las larvas de Zophoba morio con frutos de destrio no
mejora el perfil lipidico en comparacion con las alimentadas con salvado de trigo, se
podria utilizar este tipo de alimentacion, beneficiindonos asi de su bajo impacto
medioambiental (Santurino et al., 2018; Ramos-Bueno et al., 2016).

50

45

L

x
40

*
35 * * ok
3 . mzC
2 *oaw *O¥ mZS
2 mZT
1 ZP
1
* * * *

O w0

Saturados MUFA PUFA n3 PUFA n6

%
o wu o wu o

(9]

Figura 5-2. Gréafico representativo de los distintos grupos de acidos grasos presentes en las distintas
muestras de Zophoba morio. Cada barra violeta representa la suma de porcentajes de area de los 4cidos
grasos saturados, MUFA, PUFA n-3 y PUFA n-6). Cada barra negra representa la desviacion estandar
asociada. La cantidad de asteriscos (*) sobre las barras representan las diferencias significativas dentro
de cada grupo en base al indice de Tukey (p<0.05)

Finalmente, en la tabla 5-5 se muestra el perfil lipidico obtenido para las muestras
de Hermetia illucens, y en la figura 5-3 el gréafico representativo.

Tabla 5-5. Perfil lipidico de las muestras de Hermetia illucens

Acido graso HC HS HT HP
C6 0 0 0.06+0.01 0.07+0.01
C10 0.92+0.04 0.99+0.01 0.95+0.05 0.91+0.03
C12 39.14+1.65 42.03+0.05 42.85+2.30 40.56+0.52
Cl14 9.77+0.19 9.64+0.05 10.49+0.39 10.00+0.05
C16 16.47+0.32 15.31+0.04 15.36+0.20 16.00+0.14
C16:1n9 2.48+0.02 2.68+0.02 2.72+0.04 2.63+0.01
C18:1n9 3.12+0.02 2.73+0.01 3.05+0.32 3.08+0.02
C18:1n7 15.04+0.35 13.91+0.06 14.30+1.59 14.43+0.30
C18:2n6 13.04+1.20 12.25+0.04 10.22+0.59 12.01+0.15
C18:3n3 0 0.42+0.01 0 0.32+0.03
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Figura 5-3. Grafico representativo de los distintos grupos de acidos grasos presentes en las distintas
muestras de Hermetia illucens. Cada barra azul representa la suma de porcentajes de area de los acidos
grasos saturados, MUFA, PUFA n-3) y PUFA n-6. Cada barra negra representa la desviacion estandar
asociada. La cantidad de asteriscos (*) sobre las barras representan las diferencias significativas dentro
de cada grupo en base al indice de Tukey (p<0.05)

En el caso de Hermetia illucens, se observaron diferencias significativas
unicamente en el caso de los perfiles de los &cidos grasos poliinsaturados (PUFA n-3 y
PUFA n-6). En el caso de los PUFA n-3, se observaron dos grupos: HCy HT con HS y
HP, siendo estos Gltimos los que presentaron una mayor proporcion de PUFA n-3. Por
otra parte, para los PUFA n-6, HT presento diferencias significativas con el resto de las
muestras, siendo la muestra con menor proporcion de este grupo de acidos grasos.

Las larvas de Hermetia illucens tienen un alto contenido en &cidos grasos
saturados. A diferencia de Tenebrio molitor y Zophoba morio, este perfil podria ser
interesante para la utilizacion de estas larvas en la industria cosmética o bien para la
produccién de biodiesel (Manzano-Agugliaro et al., 2012), y no tanto para la industria
alimentaria. Las larvas de Hermetia illucens son las que presentan el mayor contenido en
acidos grasos saturados de las tres especies estudiadas en este trabajo.

Es interesante mencionar en este caso que el acido a-linoleico (C18:3n3) que no
se encontro en las larvas control, esta presente en las larvas alimentadas con papaya y
tomate deshidratado. Este &cido graso es de gran interés a nivel nutricional en mamiferos,
ya que es el precursor de DHA (C22:6n3), que, como se mencion0 anteriormente es
precursor de compuestos antiinflamatorios y juega un rol importante en la prevencion de
muchas patologias (Venegas-Venegas et al., 2013). Con lo cual, estos resultados son
prometedores en tanto en cuanto pueden suponer un punto de partida para la obtencion
de este acido graso a partir de este grupo de larvas.
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Para el resto de los grupos de acidos grasos, al igual que en el caso de Zophoba
morio, no se logré mejorar el perfil lipidico utilizando frutos de destrio como alimento.
Sin embargo, desde una perspectiva sostenible y ambiental, se podria optar por la
utilizacion de los frutos de destrio para la alimentacion de este tipo de larvas.

5.4 Caracterizacion del perfil de triacilgliceroles mediante
cromatografia de liquidos

Para la caracterizacion del perfil de triacilgliceroles (TAG) se realiz6 un analisis
de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) a partir de muestras de ZS extraidas
con 5mg/mL de aceite en n-hexano. Se seleccion6 Unicamente las larvas ZS para la
realizacion de este ensayo debido a que fueron las larvas que presentaron un mayor
contenido lipidico. En la figura 5-4 se muestra el cromatograma obtenido.
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Figura 5-4 Cromatograma del perfil de triacilglicéridos de la muestra ZS.

Los diferentes triacilglicéridos se recogieron por separado en funcion de su tiempo
de retencidn. Se recogieron 6 fracciones en los siguientes tiempos:

e F1: 3,16 minutos
e F2: 3,97 minutos
e F3: 4,56 minutos
e F4:5,37 minutos
e F5:7,00 minutos
e F6: 8,46 minutos

30



Influencia del uso de frutos de destrio como alimento en el perfil lipidico de larvas de insectos
Master en Biotecnologia Industrial y Agroalimentaria

Carolina Ramponi Weill

Cada fraccion fue analizada mediante cromatografia de gases (GC). En la figura
5-5 se muestra a modo de ejemplo el cromatograma obtenido para la F3.

- Amplitude: 16,0893 walts

Figura 5-5. Cromatograma de la composicion de acidos grasos de la F3 obtenido mediante cromatografia
de gases.

En la tabla 5-6 se muestra la composicién de acidos grasos de las diferentes
fracciones de triacilglicéridos de la muestra ZS.

Tabla 5-6. Composicién de &cidos grasos de las diferentes fracciones de TAG de la muestra ZS.

Acido F1 F2 F3 F4 F5 F6
graso (%)
C6 26,62 15,92 7,69 59,73 43,40 62,71
C16 - - 44,90 14,92 26,77 21,27
C18 - - - 25,35 - -
C18:1n9 31,46 74,7 47 41 - - -
C18:2n6 41,93 9,38 - - 29,83 16,02

Las fracciones F1y F2 revelaron la presencia de triacilgliceroles compuestos por
acido caproico (C6), &cido oleico (C18:1n9) y &cido linoleico (C18:2n6). La fraccion F3
estuvo principalmente compuesta por &cido caproico (C6), acido palmitico (C16) y acido
oleico (C18:1n9). Por su parte, la fraccion F4 mostr6 en su composicion el acido caproico
(C6), palmitico (C16) y estearico (C18). Finalmente, las fracciones F5 y F6 estuvieron
compuestas por acido caproico (C6), palmitico (C16) y linoleico (C18:2n6) en distintas
proporciones.

De acuerdo con los resultados obtenidos, relativos a la composicién de acidos
grasos en cada fraccion de triacilgliceroles se pudo determinar cuéles de las fracciones
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suponian un mayor interés en funcion de su composicion en los diferentes acidos grasos.
Por ejemplo, la fraccion F4 seria la mejor candidata para la produccion de biodiésel,
debido a que contiene una mayor proporcion de &cidos grasos saturados, aunque, las
fracciones F3, F5 y F6 también podrian ser utilizadas con este fin. La fraccion F1, por su
parte, junto con las fracciones F5 y F6, aunque estas en menor medida, parecen ser las
mejores candidatas para la obtencion de PUFA n-6, que son considerados &cidos grasos
esenciales.

Cabe destacar la presencia en la fraccién F2 de un elevado porcentaje de acido
oleico (C18:1n9), un &cido graso de enorme interés, ya que se ha demostrado que
disminuye la produccién de mediadores quimiotacticos de inflamacion (Mesa et al., 2006)
y ademas puede ser utilizado en la industria alimentaria como agente emulsionante y
aditivo.
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6. CONCLUSIONES

A continuacion, se indican las conclusiones obtenidas en este Trabajo Fin de Master:

1 - En este trabajo, se evalud la influencia del uso de frutos de destrio como alimento en
el perfil lipidico de larvas de Tenebrio molitor, Zophoba morio y Hermetia illucens. El
trabajo realizado permitié poner a punto una metodologia de extraccion del contenido
lipidico para su caracterizacion mediante cromatografia de gases.

2 - A modo de conclusién, el rendimiento de MUFA de las larvas de Tenebrio molitor
mejord con el cambio de alimentacion, lo que podria ser interesante para su utilizacion en
la industria alimenticia.

3 - Las larvas de Zophoba morio no presentaron diferencias en el perfil lipidico con el
cambio de la alimentacién. Sin embargo, dado su perfil rico en &cidos grasos saturados y
MUFA, son larvas que podrian ser utilizadas para la produccion de biodiesel, como para
la industria alimenticia.

4 - Las larvas de Hermetia illucens presentaron un perfil lipidico muy rico en &cidos
grasos saturados, siento éstas las mejores candidatas para la produccién de biodiésel.

5 — Cabe destacar la presencia de PUFA n-3 en larvas de Tenebrio molitor y Hermetia
illucens alimentadas con frutos de destrio, lo que sienta las bases para futuros estudios
enfocados en mejorar el perfil lipidico de PUFA n-3 de estas larvas.
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