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Resumen

La demanda de alimentos esta creciendo en paralelo con el aumento de la poblacion
mundial, con ello se produce el incremento de los efectos negativos de la industria alimentaria
sobre el medio natural. Asi, nace la necesidad de buscar nuevas fuentes de proteina animal cuya
produccién sea mas sostenible y ademas proporcione todos los nutrientes necesarios para el
correcto mantenimiento de los organismos. Los insectos son una propuesta de alimento mas
sostenible con el medio natural y ademas ricos en nutrientes esenciales, propuestos estos tanto
para alimentacion humana como para animal. Para comprobar su efectividad, en este trabajo se
realizaron digestiones in vitro de los insectos Hermetia illucens, Musca domestica y Tenebrio
molitor, a través del calculo de las concentraciones de grupos amino libres y del balance del
nitrdgeno. Ademas, se separaron las fracciones de hemocele y exoesqueleto para comprobar los
posibles cambios en la digestibilidad. Las comparaciones se realizaron tanto entre fracciones
del mismo insecto como entre insectos, incluyendo en estas los datos de harina de pescado y
harina de soja como alimentos de referencia. Se ha obtenido que, teniendo en cuenta su alta
digestibilidad proteica, los insectos pueden ser una alternativa adecuada a las fuentes
tradicionales de proteina animal actuales, harina de pescado y de soja. Y que el posible
beneficio de fraccionar los insectos requiere un estudio mas profundo, ya que los resultados no
Ilegan a ser concluyentes.

Palabras clave: digestion in vitro, hemocele, Hermetia illucens, insectos, Musca domestica
nitrégeno, Tenebrio molitor



Abstract

The demand for food is growing in parallel with the increase in the world's population, thus
increasing the negative effects of the food industry on the natural environment. Thus, there is a
need to look for new sources of animal protein whose production is more sustainable and also
provides all the nutrients necessary for the proper maintenance of organisms. Insects are a
proposal of more sustainable food with the natural environment and also rich in essential
nutrients, proposed both for human and animal food. To prove their effectiveness, in this work
in vitro digestions of the insects Hermetia illucens, Musca domestica and Tenebrio molitor were
carried out by calculating the concentrations of free amino groups and the nitrogen balance. In
addition, hemocele and exoskeleton fractions were separated to check for possible changes in
digestibility. Comparisons were made both between fractions of the same insect and between
insects, including fish meal and soybean meal as reference feeds. It has been obtained that,
taking into account their high protein digestibility, insects can be a suitable alternative to the
current traditional sources of animal protein, fishmeal and soybean meal. And that the possible
benefit of fractionating insects requires further study, as the results are inconclusive.

Keywords: digestion in vitro, haemocele, Hermetia illucens, insects, Musca domestica,
nitrogen, Tenebrio molitor



1. Introduccion

1.1. Fuentes proteicas en alimentacion humanay produccién animal

A lo largo de las ultimas décadas, hemos podido comprobar como la poblacion humana
ha incrementado su nimero desde 2.5 millones de habitantes en 1950, hasta los 7,8 millones en
la actualidad. Dicha tendencia continuara segin las previsiones aumentando hasta los
aproximadamente 9,5 millones de habitantes en el 2050 segln proyecciones de las Naciones
Unidas (WHO, 2021). Por tanto, se puede esperar un incremento creciente de la demanda de
alimentos, lo que hace necesario también la ampliacion de la oferta de estos.

Este crecimiento de la humanidad sin duda originard una mayor presion sobre los ya
limitados recursos del planeta. En la Figura 1 podemos ver el aumento a nivel global de la
produccién carnica en los diferentes continentes. Parece claro que cubrir las crecientes
necesidades humanas es inviable en un futuro cercano, y se hace imprescindible retomar a
alimentos y/o sistemas de produccidn mas sostenibles.

Global meat production, 1961 to 2018
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Figura 1. Produccion global de carne entre 1961 y 2018 (Ritchie y Roser, 2019).

De este modo, se prevé un auge de los efectos negativos que causa la produccién
alimenticia a nivel medioambiental, promoviendo el cambio global. Entre dichos efectos
encontramos los siguientes (FAO, 2006):

< Degradacion del suelo por cambios en su uso. Las areas destinadas al pastoreo y cultivos
para la produccion de piensos y forrajes.

< Contaminacién y demanda de agua. Se requieren elevadas cantidades de agua para la
elaboracion tanto de carne como de leche, ademas se produce contaminacién de los cursos del



agua por la liberacion de nutrientes, patdgenos y otros componentes de los desechos de las
explotaciones animales.

< Promocién del cambio climatico debido a la liberacion de gases de efecto invernadero
derivados de la fermentacion ruminal y de los desechos de animales de forma directa. Ademas,
indirectamente se emiten por el uso de combustibles fdsiles (transporte, produccion de
piensos...) y por la liberacion de CO2 por la deforestacion de bosques para ampliar las areas
de pastoreo y cultivo.

<> Pérdida de biodiversidad debido a la deforestacion, la contaminacion de los ecosistemas

tanto terrestres como acuaticos, desabastecimiento de caladeros por sobrepesca.

Los principales sectores productores de proteina animal son la ganaderia y la industria
pesquera. Estos sectores causan implicaciones directas sobre el medio natural, dando lugar al
aumento de flujos de energia, nutrientes y otras implicaciones como el desabastecimiento de
caladeros en el caso de la sobrepesca o el aumento de emisiones de gases de efecto invernadero
en la ganaderia, tales como el diéxido de carbono, metano y 6xido nitroso (Herrero y Gil, 2008).
En la Figura 2 podemos observar la emisién de gases de efecto invernadero en la produccion
de diferentes alimentos, viéndose como los procedentes de la ganaderia son los mas
contribuyentes al Cambio Climatico en cuanto a emisién de CO2 equivalente.

Greenhouse gas emissions per kilogram of food product

Greenhouse gas emissions are measured in kilograms of carbon dioxide equivalents (kgCO:eq) per kilogram of
food product. This means non-CO: greenhouse gases are included and weighted by their relative warming impact.
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Figura 2. Emision de gases de efecto invernadero medido en Kilogramos de CO; equivalente por la
produccion de alimentos (Ritchie y Roser, 2021).

Dentro de la dieta humana, la proteina de origen animal representa un tercio del total de
proteina ingerida, adquiere importancia debido a los beneficios que aporta para el correcto
crecimiento y mantenimiento de nuestro organismo. Cada alimento presenta unas proteinas
diferentes, y para aprovecharlas, nuestro organismo debe digerirla, para descomponerlas en
aminoéacidos. De los 20 aminoacidos que existen, 9 son esenciales, es decir, son aquellos que
no podemos sintetizar y debemos ingerirlos a traves de nuestro alimento. El déficit de alguno
de estos aminoacidos esenciales implica la imposibilidad de sintetizar algunas proteinas. Se
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considera que las proteinas de alto valor bioldgico son aquellas que contienen todos los
aminoacidos esenciales.

Existen grandes diferencias entre las proteinas animales y vegetales. Las proteinas
animales se considera que tienen mayor valor bioldgico, al aportar todos los aminoacidos
esenciales. Sin embargo, las proteinas vegetales suelen adolecer de alguno de ellos, en muchas
ocasiones no cuentan con todos los aminoacidos esenciales necesarios. Por tanto, las proteinas
de origen animal tienen una mayor calidad bioldgica que las vegetales debido a que su
composicion es mas parecida a la que las proteinas de nuestro organismo.

Sin embargo, no todo es la composicion, sino también la forma en que se asimilan y
digieren. Puesto que hay mayor nimero de enlaces entre aminoacidos por romper, la proteina
animal es més dificil de digerir y, por tanto, de asimilar. En este sentido, hay proteinas
vegetales, como las de la soja que, a pesar de tener menor valor bioldgico, presentan un aporte
proteico neto mayor porque se asimilan mucho mejor que las de origen animal.

Por ello, debemos tener en cuenta las implicaciones indirectas procedentes de la
produccidn de piensos. En el conjunto de materias primas tradicionales que forman los piensos
cabe destacar las siguientes:

< Harina y aceite de pescado: presenta un correcto perfil nutricional y una buena
palatabilidad (Sanchez-Muros et al., 2014), sin embargo, al producirse en muchas ocasiones
con desechos de pescado, pueden ser deficientes y contener nutrientes de menor calidad. Otro
problema que generan es que el aumento de su produccién provoca, junto con la pesca, el
desabastecimiento de los caladeros y con ello la decadencia de los ecosistemas marinos.
Ademas, el proceso de produccién de estos ingredientes supone un gasto econémico que tiene
que asumir la industria, aumentando el precio de estos productos por la alta demanda (FAO,
2018).

X Harinas vegetales: las plantas presentan caracteristicas en su composicion que generan
problemas en los piensos tales como la presencia de factores antinutricionales, ausencia de un
buen perfil de &cidos grasos y aminoacidos y poca capacidad de captacién por parte de los
enterocitos intestinales en el caso de peces (Arru et al., 2019). Destacamos la especie vegetal
Glycine maxima (soja), su produccion genera problemas medioambientales como la
deforestacion, el gran consumo de agua, utilizacion de herbicidas y fertilizantes y el cultivo de
individuos transgénicos que podrian originar un deterioro del medio natural (Sanchez-Muros et
al., 2014).

Por ello, nace la necesidad de buscar nuevas fuentes de proteina cuya produccion
escatime las implicaciones medioambientales de la producciéon animal convencional, dichas
fuentes deben ser seguras, baratas, tener buena disponibilidad, buena calidad y un porcentaje
proteico adecuado para poder incluirse en la dieta humana y animal (FAO, 2021).

Una de las fuentes alternativas de proteina son los insectos, tanto en alimento para
animales como para el ser humano. Centrandonos en la alimentacion humana, la presencia de
insectos en la dieta humana no es nada nuevo, debido a que la entomofagia, ingesta de insectos
por parte del ser humano, segun los escritos se remonta a la época de Aristoteles (384 a.c.-322
a.c) (Ramos-Elorduy y Viejo Montesinos, 2007). Hoy en dia los insectos forman parte de la
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dieta de aproximadamente 2.000 millones de personas (van Huis et al., 2013). Es en la sociedad
occidental donde, sobre todo, reside la ausencia del consumo de insectos debido principalmente
a la percepcion de la entomofagia como una costumbre propia de paises subdesarrollados,
vistos, asi como un alimento de “baja categoria”, o a la relacion de los invertebrados con
enfermedades y causantes de dafios a la agricultura en forma de plagas (Shockley y Dossey,
2014).

1.2. Insectos como alternativa proteica

Ante la busqueda de nuevas alternativas proteicas para la alimentacién humana a
consecuencia del conocimiento de los problemas medioambientales producidos por la
produccién animal convencional, se hizo necesario que dichas alternativas se enmarcaran en
una legislacion que controle tanto su seguridad alimenticia, riesgos derivados de su produccion
y su impacto medioambiental (Pino Cebrian, 2018). Dicha evaluacién fue realizada por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), asi los insectos fueron considerados
como nuevo alimento en la Union Europea a partir del Reglamento (UE) 2015/2283, , y en el
Reglamento (UE) 2017/893, relativo a las disposiciones sobre proteina animal transformada
(UE, 2017), permite la produccion de las siguientes especies de insectos destinados a
alimentacion animal: Acheta domesticus, Tenebrio molitor, Lacusta migratoria, Gryllodes
sigillatus, Schistocerca gregaria, Alphitobius diaperius, Apis melifera, Hermetia illucens y
Musca domestica (EFSA, 2015). Estos insectos deben de cumplir la norma de haber sido
alimentos tradicionales en terceros paises, es decir, llevar consumiéndose en estos durante mas
de 25 afios (EFSA, 2015).

En cuanto a la composicidn, los insectos poseen niveles adecuados de proteinas, lipidos,
minerales y vitaminas, proporcionandoles un valor nutricional ya que estos nutrientes son
primordiales a la hora de crear una dieta equilibrada. Hay que destacar que poseen niveles de
aminoéacidos esenciales de los que carecen las proteinas vegetales, siendo asi una alternativa a
las harinas vegetales (Al-Qazzaz y Ismall, 2016).

Por otro lado, la energia que proporcionan como alimento se ha comprobado como los
insectos pueden proporcionar 217-777 kcal/ 100 g, similares al aporte energético proveniente
del ganado (165-705 kcal/100 g) y superior a fuentes vegetales (308-352 kcal/100). Asi,
podemos ver como los insectos en términos energéticos son una buena alternativa a las fuentes
tradicionales de proteinas (Shockley y Dossey, 2014).

Otro tema que tratar son las ventajas del proceso de produccion de insectos frente a la
produccion de otros productos como la carne de ganado. La produccion de insectos es mas
sostenible y tiene una menor huella ecoldgica debido a que estos son mas eficientes en la
conversion biologica de materiales organicos en biomasa comestible (conversion alimenticia)
(Al-Qazzaz y Ismall, 2016). Por ejemplo, una vaca consume 8 gramos de masa de alimento por
gramo de peso ganado, en cambio, los insectos de manera general requieren menos de 2 gramos
(Shockley y Dossey, 2014), lo que se debe a que estos Gltimos son animales poiquilotermos, es
decir, no gastan energia en la produccidon de calor ya que su temperatura depende del medio en
el que viven. También poseen una alta fecundidad, tasas de crecimiento rapido y ciclo de vida
cortos, dando lugar a una gran biomasa final, siendo el proceso de produccion mas eficiente



que la produccién ganadera o piscicola y a la larga mas rentable econémicamente (Al-Qazzaz
y Ismall, 2016).

Esta rentabilidad tanto en el proceso de produccion como en calidad nutritiva del
alimento se suma la menor emision de efectos de gases de efecto invernadero (GEI) y amoniaco
y un menor consumo de agua en su produccion ya que los insectos obtienen esta de los alimentos
que toman. (Shockley y Dossey, 2014). Vistas todas las ventajas que presentan podemos
plantear los insectos como una alternativa alimenticia mas sostenible con el medio natural.

En 2012 se contabilizo el nimero de especies que habian sido descritas para consumo
humano, llegando a sumar 2163 (Shockley y Dossey, 2014). A nivel mundial los 6rdenes de
insectos que mas se consumen son Coleoptera con 661 especies, Lepidoptera con 396 especies
y Hemiptera con 222 especies.

1.3. Insectos estudiados

Concretamente en este trabajo se han estudiado las especies, Hermetia illucens (mosca
soldado-negra), Musca domestica (mosca comun) y Tenebrio molitor (gusano de la harina). En
la Figura 3 podemos observar los diferentes estadios por los que pasan estos insectos a lo largo
de su ciclo bioldgico.

Larvas Pupas Adultos

Huevos de mm 5 ."
H. illucens - <= o
4
Huevos de /
M. domestica — ,r/ — y

Huevos de -~ ul ((@

T. molitor svy A&
5

Figura 3. Esquema de los diferentes estadios del ciclo bioldgico de las especies Hermetia illucens,
Musca domestica y Tenebrio molitor.

El diptero Hermetia illucens, es una especie de la familia Stratiomydae, las larvas de
esta especie contienen adecuados niveles de proteina (36% - 48%) y de grasa (25% -35%), con
una relacion adecuada de aminoacidos esenciales. Es una especie muy resistente ante
condiciones ambientales exigentes, no causan plagas ni transmiten enfermedades, siendo un
afiadido a la seguridad en el &mbito de su produccion (Al-Qazzaz y Ismall, 2016). Se ha
comprobado cdmo puede ser incluida en los piensos utilizados en acuicultura, por ejemplo, para
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Borgofio et al., 2017) y lubina (Dicentrarchus labrax)
(Magalhées et al., 2017), donde la inclusién parcial no ha producido efectos negativos para los
peces.



El otro diptero estudiado es Musca domestica, incluido en la familia Muscidae.
Destacamos que posee buenos niveles de aminoacidos esenciales como la Metionina y leucina
(Al-Qazzaz y Ismall, 2016). En cuanto al contenido de proteina poseen en torno a un 40,1% en
estado de pupa (Barroso et al., 2014) Sus larvas han sido incluidas en alimentacion animal, por
ejemplo, para la alimentacion de pollos donde se ha visto como esta inclusion mejora el
consumo de los piensos y en consecuencia el peso de los animales (Gonzalez de Rodriguez y
Cabrera Herrera, 2016). Asi, su inclusion podemos encontrarla también en la acuicultura,
habiéndose utilizado por ejemplo para la alimentacion de tilapia (Oreochromis niloticus) donde
no se vieron efectos negativos sobre el peso y el estatus de los animales con esta inclusion de
M. domestica en la dieta (Corbal&-Bermejo et al., 2019).

En el caso del coledptero Tenebrio molitor, se trata de una especie perteneciente a la
familia Tenebrionidae. Podemos encontrarlos en multiples zonas del planeta. Cuando se
encuentra en estado larvario es rico en proteina (53,2 %), contiene un buen perfil de acidos
grasos rico en éacido oleico, niveles adecuados de zinc, selenio, riboflavina, biotina, péptidos
antimicrobianos, aminoacidos esenciales como la isoleucina, lisinay leucina (Arru et al., 2019).
Su alimentacion puede llevarse a cabo a partir de residuos organicos, convirtiendo estos en
biomasa rica en proteinas y grasas (Khusro et al., 2012). Este es utilizado en acuicultura para la
alimentacion de peces, donde se ha visto como su inclusion en la dieta favorece el sistema
inmunitario de los peces con beneficios probioticos (Jozefiak et al., 2019) y en la respuesta
antiinflamatoria (Llagostera et al., 2019). Ademas de estos beneficios nutricionales se ha
planteado beneficiarse de las plagas que produce mediante su consumo, pudiéndose ahorrar
costos en términos de insecticidas y con ello reducir la contaminacion del suelo y el agua por
estos (Shockley y Dossey, 2014).

Tabla 1. Aminodacidos esenciales de Hermetia illucens, Tenebrio molitor, Musca domestica,
harina de soja y harina de pescado.

Aminoscidas I_—|ermeti2 Tenebrio molitor ®  Musca domestica °©
illucens

Histidina 1,32 25 2
Isoleucina 5,08 3,5 2,4
Leucina 8,8 6,2 3,4
Lisina 6,45 5,4 38
Metionina 2,72 0,7 1,6
Phenilalanina + Tirosina 13,91 7, 6,8
Treonina 4,48 3,2 2,1
Valina 5,8 54 2,7

Triptéfano 1,32 1,2 -

2 Huang et al., 2019
b Azagoh et al., 2016
¢ El Boushy, 1991



1.4. Digestibilidad proteica

Como fuente proteica, ademés del contenido en proteina bruta, y del balance de
aminoacidos esenciales y no esenciales, es necesario conocer la biodisponibilidad de las harinas
de insectos. La biodisponibilidad depende en gran medida del grado de hidrolisis proteica tras
la digestion y de la capacidad de absorcion aminoacidos del intestino y, en definitiva, de la
digestibilidad de la fuente proteica

La digestibilidad de los nutrientes, provenientes del alimento, hace referencia a la
proporcion de estos que es transformada por el proceso de digestion en compuestos que puedan
ser accesibles, viéndose implicados diferentes procesos fisicos y quimicos (Lucas Gonzélez,
2016).

Determinar la digestibilidad in vivo de una fuente proteica es un proceso largo que
implica cria de animales con una dieta especifica, recogida de heces y andlisis de estas, que
resulta muy costoso cuando se pretende determinar la digestibilidad de varias fuentes, e implica
la utilizacion de muchos animales. Ademas, esta disefiado para determinar la digestibilidad de
un pienso, no de un ingrediente. El desarrollo de las técnicas de hidrolisis proteica in vitro
permite una estimacion de la digestibilidad de la proteina de la fuente proteica sin los
inconvenientes de la digestibilidad in vivo. Asi mismo, las técnicas de digestibilidad in vitro se
utilizan como medio para obtener hidrolizados de proteina que permitan mayor
biodisponibilidad de los aminoéacidos.

Los procesos de digestion y absorcion en los animales son complejos y dinamicos, por
tanto, simular un sistema tan complejo utilizando métodos in vitro es dificil y el resultado nunca
serd tan preciso como in vivo, pero es una buena alternativa, teniendo en cuenta la complejidad
y tiempo requerido en sus experimentos, al método in vivo.

Los ensayos de digestibilidad in vitro consisten en una extrapolacion de las condiciones
fisioldgicas que ocurren en el aparato digestivo durante la digestion al laboratorio. Se debe
buscar que dicha técnica sea lo suficientemente sensible para poder comprobar el impacto del
procesamiento, para describir de la mejor manera la calidad del ingrediente a estudiar (Nieto
Lopez, 2003).

Los métodos de hidrolisis proteica in vitro imitan las condiciones simuladas por los
procesos digestivos a través de enzimas proteoliticas, midiendo el porcentaje de proteinas que
son hidrolizadas por dichas enzimas (Almeida et al., 2015). Estos métodos son rapidamente
reproducibles y proporcionan una estimacion fiable de la digestibilidad para una amplia gama
de alimentos (Butts et al., 2012), y permite comparar entre ingredientes al utilizarse con las
mismas condiciones experimentales. No obstante, aunque la digestion in vitro intenta simular
los procesos digestivos in vivo, dificilmente estos métodos pueden imitar completamente las
condiciones reales de pH y temperatura del sistema digestivo (Wickham et al., 2009). Por ello,
las digestibilidades obtenidas in vitro suelen originar valores mas bajos que la digestibilidad
determinada en estudios in vivo con animales (Butts et al., 2012).

El procedimiento consiste en ir creando de manera controlada fluidos en condiciones lo
mas cercanas posibles a la realidad e incluirlos junto con las muestras para que se produzcan
las reacciones correspondientes, siendo primordiales las enzimas, las biomoléculas encargadas
de la hidrdlisis de los alimentos durante la digestion. Los parametros que han de tenerse en
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cuenta a la hora de realizar una digestion in vitro son la concentracion, composicion y origen
de las enzimas utilizadas con lo que se calculan los tiempos de las reacciones y el tipo de
reaccion que tiene lugar, y por otro lado la temperatura, el pH, tiempo de incubacion y la
agitacion mecanica (Lucas Gonzalez, 2016). En el caso de las digestiones in vitro para
proteinas, convencionalmente se han utilizado proteasas comerciales de origen animal, aunque
en los ultimos afios se esta promoviendo el uso de proteasas de origen bacteriano y flngico
(Guadix et al., 2000).

Y tal como hemos indicado anteriormente, la consideracion negativa de este tipo de
experimento recae en que los ensayos in vitro no pueden simular al completo todos los procesos
que se pueden dar in vivo, por ejemplo, los derivados del ambiente o las complejas relaciones
entre el alimento y el propio cuerpo (Lucas Gonzélez, 2016).

Para poder plantear un ensayo de digestion in vitro es necesario conocer el proceso de
digestion in vivo para concretar los parametros antes mencionados, en el caso de este trabajo
debemos de conocer la digestion proteica en el ser humano.

La digestion hace referencia a un complejo sistema de procesos que tiene el objetivo de
transformar el alimento en nutrientes que puedan ser captados por las células del organismo.
Centrandonos en la digestion de proteinas, su digestion da comienzo en el estbmago por accion
de la enzima pepsina (EC 3.4.23.1) gastrica que es producida por las células principales del
estdbmago, que se activa por existencia de un pH acido se hidroliza proteinas hasta aminoacidos
libres. Después, una vez que el contenido del estdémago se libera al intestino delgado, donde por
la presencia de aminoacidos producidos por la pepsina estimula la secrecion de la hormona
colecistoquinina en el duodeno y yeyuno, dando lugar a la secrecidn de proteasas pancreéticas
que contindan con la digestion de proteinas a aminoacidos y oligopéptidos en un medio con pH
basico (Garcia Lunay Lépez Gallardo, 2007)

Asi, encontramos una digestion proteica acida en el estbmago y otra basica en el
intestino delgado, siendo en esta Gltima fase donde se produce el mayor porcentaje de digestién
proteica. En la Figura 3 podemos observar un esquema de este proceso.

" pH . pH
Estomago 4cido Intestino delgado (duodeno y yeyuno) basico
Proteinas Proteinas

(  Pepsina | Colecistoquinina | Proteasas
- -

Aminodcidos 7
libres Aminoacidos libres y
oligopéptidos

Figura 4. Esquema resumen del proceso de digestion, incluyendo la fase acida gastrica y la fase
basica intestinal.
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Como hemos mencionado anteriormente, los insectos son una alternativa proteica con
multiples ventajas, entre ellas sus altos porcentajes de contenido proteico, sin embargo, hay que
tener en cuenta la presencia de quitina (poli-[1-4]-beta-Nacetil-Dglucosamina), se trata de un
polimero formado por aminoazucares presente en el exoesqueleto de insectos, conchas de
crustaceos y hongos. Debido a que se trata de una molécula insoluble en agua, de gran tamafio,
con una estructura compleja y heterogénea, para degradarla es necesaria la secrecion de
quitinasa (EC 3.2.11.14), esta se ha encontrado en bacterias, hongos, plantas, invertebrados y
vertebrados, entre ellos el ser humano (Castro et al., 2011). Ello no quiere decir que los niveles
de quitinasa en el caso del ser humano sean suficientes en cantidad y funcionalidad como para
ser capaces de digerir la quitina de los insectos al completo, de hecho, se ha visto como en
humanos las cantidades de quitinasas solo se sobreexpresan y son detectables ante ciertas
patologias, teniendo un objetivo méas autoinmune que digestivo (Boot et al., 2005).

La quitina puede provocar efectos negativos sobre la salud humana como asma y
alergias, por otro lado, también encontramos estudios que afirman que si se trata de moléculas
de quitina de tamafio mediano estas contribuyen a la reduccién de la respuesta inflamatoria del
tracto digestivo (Brinchmann et al., 2011).

Tal y como hemos comentado, la quitina contiene N en sus moléculas (Jonas-Levi y
Martinez, 2017), y estd en el exoesqueleto incrustado en una matriz de escleroproteina
(Andersen et al., 1995), que no se degrada ni se absorbe en el intestino delgado (Vidanarachchi
et al., 2010). Esto tiene dos implicaciones, en primer lugar, que la quitina puede tener
propiedades "antinutritivas” debido a sus efectos potencialmente negativos sobre la
digestibilidad de las proteinas (Belluco 2013), y la segunda que no hay una correlacion exacta
entre el contenido en proteina bruta y el nitrégeno biolégicamente disponible (Yang et al.,
2014), ya que el nitrogeno es un componente importante de la cuticula indigestible de los
insectos.

De esta manera, la presencia de quitina en los insectos ha de ser un factor que debe
considerarse, necesitando continuar con estudios sobre las implicaciones de esta molécula sobre
el organismo. Por ello, es interesante valorar si la separacion mecénica del exoesqueleto del
resto de insecto (hemocele) podria ser una opcion de manejo, que permitira incrementar la
digestibilidad de la fraccion sin exoesqueleto, y ser mas adecuada para su uso como alimento.

1.5. Métodos para evaluar el porcentaje de digestibilidad in vitro

En cuanto al método empleado para evaluar el porcentaje de digestibilidad, existen un
gran numero de modificaciones. Pero en general, la digestibilidad in vitro de las proteinas se
suele determinar mediante dos metodos principales:

1. Grado de hidrolisis: valora el nimero de enlaces peptidicos escindidos durante la hidrolisis,
respecto al total de enlaces peptidicos, y se estudia en el sobrenadante. En este caso se
emplea la formula:

Grado de hidrélisis: %DH = —— 100
htot



Donde h son los enlaces peptidicos hidrolizados de la muestra, y htot los enlaces
peptidicos totales. Para obtener el nimero de grupos aminos totales se realiza una hidrdlisis
completa (6 N HCl a 110 °C durante 24 h).

A su vez, para la determinacién del grado de hidrolisis de la proteina existen diversos
métodos (Nielsen et al., 2001). Este puede ser cuantificado por la determinacién de los grupos
aminos liberados durante la hidrdlisis utilizando compuestos que reaccionan especificamente
con los grupos aminos como el acido 2,4,6-trinitrobenceno sulfénico (TNBS), o-ftaldialdehido
(OPA) o la ninhidrina.

Otro método para determinar el grado de hidrdlisis es el pH-stat/drop method, que se
basa en determinar la liberacidn de protones producidos al escindirse los enlaces peptidicos por
accion de las enzimas (Bryan & Classen, 2020). Esta liberacion origina un cambio del pH
(acidificacién) del medio de reaccidn, y es necesario adicionar una base para mantener el pH.
Para el célculo de la digestibilidad proteica en el hemiptero Carbula marginella y en el
lepidooptero Cirina butyrospermi, Séré et al. (2021) utilizaron la siguiente formula:

Digestibilidad=4.33 + 53.21X
Donde X es el volumen de NaOH (mL) vertido a T=10 min para mantener el pH en 8,0.

Nielsen et al. (2001) indican que la técnica del pH-stat se debe utilizar Unicamente en
condiciones de pH superiores a 7, y Bryan y Classen (2020) apuntan que este método no es
adecuado para determinar la digestibilidad de alimentos en animales terrestres, sino que esta
especialmente indicado para la investigacion nutricional acuatica. En su revision, estos autores
consideran que el tracto de los peces es mas simple y que en la acuicultura se emplean alimentos
altamente digestibles, como la harina de pescado, y por eso se obtienen unas altas correlaciones
de digestibilidad.

2. Balance del nitrogeno: se evalla la diferencia entre la cantidad de nitrégeno ingerido y la
cantidad de nitrégeno presente en el sustrato final no digerido. Se emplea formula:

Digestibilidad (%) = (A - B) /A x 100 %

donde A es el contenido de N de la muestra original previa a la digestion, y B es el
contenido de N de la muestra final después de la digestion.

2. Objetivos
Los objetivos principales de este trabajo son:

-Conocer la digestibilidad proteica de los insectos Tenebrio molitor, Hermetia illucens
y Musca domestica.
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-Evaluar si las fracciones de estos insectos, separando su hemocele y su exoesqueleto,
seria un procesado adecuado atendiendo a su digestibilidad.

3. Material y métodos

3.1. Tomay procesamiento de muestras

En el presente TFM se han analizado la larva de Hermetia illucens (O: Diptera), la pupa
de Musca domestica (O: Diptera) y la larva de Tenebrio molitor (O: Coledptera).

Los individuos de las diferentes especies de insectos de este estudio fueron sacrificados
por las correspondientes empresas distribuidoras (ENTOMOTECH, BIOFLYTECH vy
REPTIMERCADO, respectivamente), llevandose a cabo su transporte por medio de
congeladores para mantenerlos en todo momento a temperaturas inferiores a cero grados para
su correcta conservacion.

De cada especie de insecto se separaron dos muestras:
a) insectos enteros para su desecacion y molienda.

b) insectos que tras la descongelacién fueron separadas la fracciones (exoesqueleto y
hemocele).

La primera muestra (insectos enteros), se desecaron en estufa a 50°C durante 24 horas,
tiempo en el que se comprobo que su peso fuera constante. Tras ello se procedid a la molienda
en un molino de malla de 1 mm para la obtencion de la harina, tras ello la harina obtenida fue
envasada a 4°C.

Con la segunda muestra, para obtener las diferentes fracciones de los insectos, parte de
ellos se sometieron a un prensado mecanico con una prensa de aceite electrénica
CGOLDENWAL, obteniendo asi el exoesqueleto y por otro lado el hemocele. Posteriormente
ambas fracciones fueron desecadas y molidas siguiendo el mismo procedimiento indicado
anteriormente.

Con objeto de poder valorara la digestibilidad de los insectos en un contexto alimenticio,
se ha considerado usar como alimentos de referencia a la harina de pescado y la harina de soja,
ya que son los ingredientes mas frecuentemente empleados en la alimentacion de ganado y en
acuicultura.

3.2. Digestion in vitro

Las digestiones in vitro de las diferentes muestras se llevaron a cabo en vasos con una
circulacion de agua a 37°C y colocados sobre un agitador magnético digital con 4-5 posiciones
de la marca OVAN ajustando la agitacion a 400 rpm, llevandose a cabo la digestion in vitro de
1 muestra a con tres réplicas.

Se recogieron muestras (15 pL) durante el ensayo que eran depositadas en tubos
eppendorf que contenian &cido tricloroacético (TCA) (150 pL) para la interrupcion de la
reaccion, y posteriormente eran congelados para la realizar méas tarde la determinacion de
grupos amino libres en cada punto tomado de la digestion. Durante la fase acida gastrica se
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procedio a la recogida de muestras de cada vaso en intervalos de 20 minutos hasta la duracién
final de 100 minutos. Por otro lado, en la fase bésica intestinal, se recogieron tomas en
intervalos de 30 minutos con una duracion final de 180 minutos.

Figura 5. Representacidon de los matraces sobre sobre el
agitador magnético.

A continuacion, se describen los diferentes pasos seguidos durante la digestion in vitro:

-Fase 1° (Fase acida géstrica): en cada uno de los matraces de incubacion se vertio 80
mL de &cido clorhidrico 0,075 M, pH 2 después se afiadié las muestras conteniendo 300 mg de
proteina cada una, se calcul6 la cantidad de muestra a partir de los porcentajes de proteina de
estas (Tabla 2). Una vez que la muestra queda diluida se procedié a la toma de la primera
muestra (blanco), a continuacién, se adicion6 200 mg de pepsina (EC 3.4.23.1) dando comienzo
la reaccion de hidrolisis de proteinas y recogiendo las muestras pertinentes.

Tabla 2. Porcentaje y cantidad de muestra requerida de cada muestra, incluyendo las tres fracciones analizadas
(Insecto entero, hemocele y exoesqueleto) de Hermetia illucens, Musca domestica. y Tenebrio molitor.

Insecto entero Hemocele Exoesqueleto
Contenido Cantidad  Porcentaje Cantidad Porcentaje Cantidad
proteico (%) muestra (g) proteico (%) muestra (g) proteico (%) muestra (g)

Hermetia 33 0,909 17 1,760 30 1

illucens

Musca 49,6 0,6048 48 0,625 63 0,488
domestica
Tenebrio 49 1 0,772 14,35 2,090 63,15 0,476

molitor

-Una vez completados los 100 minutos de fase acida gastrica, se enfriaron las muestras
hasta llegar a unos 25°C y se procedio al ajuste de pH con hidroxido de sodio (NaOH) 20 %
hasta un pH de 8.

- Fase 2° (Fase basica intestinal): se adicion6 20 mL de tampon fosfato 3,2 M para
mantener el pH a 8 durante la fase basica intestinal. Tras ello, se vuelve a llevar a 37°C los
matraces y se recogid la toma “blanco” de esta fase, afiadiendo a continuacion 80 mg de
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pancreatina para dar comienzo a la reaccion de hidrolisis de proteinas y recogiendo las muestras
pertinentes.

-Una vez completados los 180 minutos de la fase basica intestinal se filtra el contenido
de cada uno de los matraces para después secar el material restante tras la digestion in vitro,
para mas tarde determinar su contenido de nitrogeno.

3.3. Analisis realizados
Para evaluar la digestibilidad de las proteinas se realizaron dos andlisis diferentes:

-Determinacion de los grupos aminos
-El balance del contenido en nitrogeno

3.3.1. Determinacion de grupos amino libres.

Para la determinacion de grupos amino libres primero se centrifugaron las muestras a
1500 rpm durante 15 minutos. Después se utilizé el reactivo o-fluoraldehido (OPA), este por
presencia del 2-mercaptoetanol (reductor fuerte) y a pH bésico entre 9-11 reacciona con los
aminoacidos dando lugar a derivados isoinddlicos fluoréforos, la deteccidn de estos se realizd
por medio de espectrofotometria a 280 nm en un espectofotrometo UV-VIS Power Wavex
((Bio-Tek Instruments, Winooski, EEUU) en placas de 96 pocillos (UV-star, Greiner Bio-One,
Frikenhausen, Alemania) a 25 °C. En cada uno de los pocillos de la placa para la lectura
espectrofotométrica se afiadié 190 pL de reactivo OPA y 10 uL de muestra. Se preparo asi
mismo una curva patrén con glicina en un rango de 6 concentraciones distintas.

En la Tabla 3 vemos descritos los componentes del reactivo OPA utilizado para 25 mL
finales.
Tabla 3. Componentes del reactivo OPA y sus cantidades

Componentes Cantidades
Tetraborato sodico 100 mM 12,5 mL
SDS 20% 1,25 mL
OPA 20 mg
Metanol 1mL
B-mercaptoetanol 50 pL
H,0 destilada 10,25 mL

3.3.2. Balance del contenido en nitrogeno.

El método utilizado para la medicidn de nitrégeno final tras la digestion in vitro, fue el
procedimiento Kjeldahl (AOAC, 2005), en el cual las muestras se mineralizaron con &cido
sulfurico con la utilizacién de un digestor Bachi, dandose sulfato de amonio ((NH4)2SO4) que
en exceso de hidroxido de sodio (NaOH) libera amoniaco (NHz). Dicho amoniaco finalmente
se valora con acido clorhidrico (HCI) para determinar el nitrégeno total de la muestra analizada.
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Se evalla asi la diferencia entre la cantidad de nitrogeno ingerido y la cantidad de
nitrogeno presente en el sustrato final no digerido. Se emplea formula:

Digestibilidad (%) = (A - B) /A x 100 %

donde A es el contenido de N de la muestra original previa a la digestion, y B es el contenido
de N de la muestra final después de la digestion

Todo el procedimiento descrito, tanto la digestion in vitro como los analisis realizados,
se llevaron a cabo también con harina de pescado y harina de soja, para asi utilizar estas
muestras como referencia.

4. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente utilizando un analisis de
predicciéon IBM SPSS Statictics v.20. Como los datos no mostraron una distribucion normal, se
procedid a utilizar el método no paramétrico, concretamente el analisis de varianza Kruskall-
Wallis. Aunque como criterio usual en las publicaciones cientificas se asume un nivel de
significacion del 0,05, debido a la complejidad del proceso y limitantes de capacidad del
laboratorio, s6lo pudo realizarse un duplicado de cada analisis, o que creemos que provoca que
en muchos casos que la variabilidad intragrupo enmascare las diferencias entre grupos, aungue
aparentemente se aprecien diferencias. Por eso, se considero interesante, asumir, en los analisis
sobre liberacién de grupos aminos, un nivel de significaciéon de 0,1. Aungue somos conscientes
de en estos casos la probabilidad de cometer el error tipo | (rechazar la hipétesis nula cuando
es verdadera) es del doble (del 10%), esto nos permitio realizar las comparaciones de media por
pares en esos casos.

5. Resultados

5.1. Hidrdlisis proteica de los diferentes insectos y sus fracciones

5.1.1. Dinamica de liberacion de grupos amino libres de las diferentes fracciones de los
insectos

5.1.1.1. Hermetia illucens

Observamos como, cabria esperar, los grupos amino libres aumentan a lo largo del
tiempo en la fase acida de la digestion in vitro de las diferentes fracciones analizadas de
Hermetia illucens, comprobandose como la fraccion de hemocele es la que finalmente
proporciona mayores aminoacidos libres, seguido por el insecto entero y por ultimo la fraccion
de exoesqueleto (Figura 6). Aunque en el insecto entero y en el exoesqueleto la liberacion de
aminoéacidos parece permanecer constante, en el hemocele esta liberacion parece estar todavia
en crecimiento.
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Hermetia illucens- Fase Acida
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Insecto Hemocele Exoesqueleto

Figura 6. Grupos amino libres, expresados en mg de aminoacidos entre mg de proteina inicial, de las diferentes
fracciones de Hermetia illucens analizadas (Insecto entero, hemocele y exoesqueleto) a lo largo de 100 minutos
en la fase acida de la digestion in vitro.

Similarmente, en la fase basica de la digestion in vitro también se produce un aumento
de concentracion de grupos amino libres a lo largo del tiempo pudiéndose ver como este
aumento se estabiliza en el insecto entero y en el hemocele, pero no parece tan claro en el
exoesqueleto. Al igual que en la anterior fase la fraccion de hemocele es la proporciona mayores
aminoéacidos libres, no apreciandose diferencias de estos entre el exoesqueleto y el insecto
entero (Figura 7). Aunque todo esto serd estudiado con mayor profundidad en los proximos
apartados.

Hermetia illucens- Fase Basica
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Figura 7. Grupos amino libres, expresados en mg de aminodcidos entre mg de proteina inicial, de las diferentes
fracciones de Hermetia illucens analizadas (Insecto entero, hemocele y exoesqueleto) a lo largo de 180 minutos
en la fase basica de la digestion in vitro.

5.1.1.2. Musca domestica
Observamos como los grupos amino libres aumentan hasta llegar a una fase de
estabilizacion en la fase &cida de la digestion de las diferentes fracciones analizadas de Musca
domestica, comprobandose como la fraccion de hemocele es la que finalmente proporciona

15



mayores aminoacidos libres, siendo muy similar la liberacion en el insecto entero y por dltimo
la fraccion de exoesqueleto (Figura 10).

Musca domestica- Fase Acida
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Figura 8. Grupos amino libres, expresados en mg de aminoacidos entre mg de proteina inicial de las diferentes
fracciones de Musca domestica analizadas (Insecto entero, hemocele y exoesqueleto) a lo largo de 100 minutos
en la fase acida de la digestion in vitro.

Por otro lado, en la fase basica de la digestion in vitro también se produce un aumento
de aminoécidos a lo largo del tiempo pudiéndose ver como este aumento se estabiliza en las
tres fracciones. Finalmente, los grupos aminodcidos libres son muy parecidos en las fracciones
de hemocele y del insecto entero, estando la fraccion de exoesqueleto por debajo de estas dos
(Figura 11).

Musca domestica- Fase Basica
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Figura 9. Grupos amino libres, expresados en mg de aminoacidos entre mg de proteina inicial, de las diferentes

fracciones de Musca domestica analizadas (Insecto entero, hemocele y exoesqueleto) a lo largo de 180 minutos
en la fase bésica de la digestion in vitro.
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5.1.1.3. Tenebrio molitor

Observamos como los grupos amino libres aumentan a lo largo del tiempo en la fase
acida de la digestion in vitro de las diferentes fracciones analizadas de Tenebrio molitor, no
apreciandose diferencias en los grupos amino libres producidos a partir de las tres fracciones
analizadas en comparacion al insecto entero (Figura 8).

Tenebrio molitor- Fase Acida
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Figura 10. Grupos amino libres, expresados en mg de aminoacidos entre mg de proteina inicial, de las
diferentes fracciones de Tenebrio molitor analizadas (Insecto entero, hemocele y exoesqueleto a lo largo de 100
minutos en la fase &cida de la digestion in vitro.

Por otro lado, en la fase béasica de la digestion in vitro también se produce un aumento
de aminoécidos a lo largo del tiempo pudiéndose ver como este aumento se estabiliza en las
tres fracciones. Al igual que en la anterior fase la fraccion el hemocele y el insecto entero
proporciona mayor cantidad de aminoacidos libres, estando el exoesqueleto por debajo de estas
(Figura 9).
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Figura 11. Grupos amino libres, expresados en mg de aminoacidos entre mg de proteina inicial de las
diferentes fracciones de Tenebrio molitor analizadas (Insecto entero, hemocele y exoesqueleto) a lo largo de
180 minutos en la fase basica de la digestion in vitro.
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5.1.2. Comparacion entre los insectos en el grado de hidrolisis proteica

La comparacion entre los diferentes insectos y sus fracciones se llevo a cabo primero
analizando el punto final de fase &cida (t=100 min) y de la fase bésica (=180 min), y
posteriormente la digestion completa que corresponde con la suma de la concentracion de
grupos amino libres de las dos fases (acida y bésica). Y para tener un valor de referencia, tal
como se indicd en material y métodos, se han utilizado la harina de pescado y de soja.

5.1.2.1. Insecto entero
Observamos como en la comparacion de los insectos, harina de pescado y de soja, en el
punto final de la fase acida, encontramos diferencias significativas. Hermetia illucens es el que
mayor concentracion de grupos amino ha proporcionado teniendo diferencias significativas con
el resto, de los cuales Tenebrio molitor, Musca domestica y la harina de pescado no presentan
diferencias significativas entre ellos, pero si con la harina de soja (Figura 12).

En cuanto a la fase basica no encontramos diferencias significativas entre las fracciones
de insecto entero ni entre estos y las harinas analizadas (Figura 12).

Hidrdlisis proteica de insectos enteros
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Figura 12. Comparacion en el grado de hidrélisis (medida mg de aminoacidos liberados entre mg de proteina
inicial), tras la hidrélisis enzimatica, de los insectos Hermetia illucens, Musca domestica y Tenebrio molitor,
harina de pescado y harina de soja, en el punto final de la fase y en el punto final de la fase basica.

En la comparacion de la digestion completa de lo de los insectos no encontramos
diferencias significativas. Sin embargo, aparentemente la Hermetia illucens presenta una
mayor proporcién de grupos amino libres, aunque posiblemente la alta variabilidad en las
réplicas ha impedido determinar diferencias significativas (Figura 13).
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Figura 13. Comparacién en el grado de hidrdlisis (medida en mg de aminoacidos liberados entre mg de
proteina inicial), tras la hidrdlisis enzimatica de los insectos Hermetia illucens, Musca domestica y Tenebrio
molitor, harina de pescado y harina de soja, tras la digestién completa (suma de fase acida y fase basica).

5.1.2.2. Hemocele
Observamos como en la comparacion de la fraccion de hemocele de los insectos
analizados y la harina de pescado y de soja, en el punto final de la fase &cida, encontramos
diferencias significativas. El hemocele de Hermetia illucens es el que mayor concentracion de
grupos amino ha proporcionado teniendo diferencias significativas con el resto, los cuales entre
ellos no las presentan. En cuanto a la fase bésica no encontramos diferencias significativas entre
los hemoceles de insectos, ni entre estos y las harinas analizadas (Figura 14).

Hidrodlisis proteica de hemocele de insectos

0,3
0,25
5
= 02 [
©
S a _
£ 015 p=0,0815 p=ns.
g 1
'S
]
s 01
= b
g b I
= 0,05 = b 1
© b
M
0
Hemocele (Fase acida; T=100 min) Hemocele (Fase basica; T=180 min)

m Hermetia illucens ™ Musca domestica = Tenebrio molitor m Harina pescado = Harina soja

Figura 14. Comparacién en le grado de hidrélisis (medida en mg de aminoacidos liberados entre mg de
proteina inicia), tras la hidrdlisis enzimatica de los hemoceles de Hermetia illucens, Musca domestica y
Tenebrio molitor, harina de pescado y harina de soja, en el punto final de la fase acida y en el punto final de
la fase bésica.
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En la comparacion de la digestion completa de los hemoceles de los insectos y harinas
analizadas encontramos diferencias significativas. El exoesqueleto de Hermetia illucens es el
que mayor proporcion de grupos amino libres ha generado, presentando diferencias
significativas con el de Musca doméstica, la harina de soja y la harina de pescado. Entre el resto
de los grupos no encontramos diferencias significativas (Figura 15).
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Figura 15. Comparacion en el grado de hidrdlisis (medida en mg de amino&cidos liberados entre mg de
proteina inicial), tras la hidrdlisis enzimatica de los hemoceles de Hermetia illucens, Musca domestica y
Tenebrio molitor, harina de pescado y harina de soja, tras la digestion completa (suma de fase acida y fase
basica).

5.1.2.3. Exoesqueleto
En la comparacion de la fraccion de exoesqueleto de los diferentes insectos analizados
y la harina de soja y harina de pescado, en el punto final de la fase acida encontramos diferencias
significativas. El exoesqueleto de Hermetia illucens es el que ha proporcionado mayor
concentracion de grupos amino libres con diferencias significativas con el exosqueleto de
Musca domeéstica y con la harina de soja (Figura 16).

En el caso de la fase basica, no encontramos diferencias significativas entre la fraccion
de exoesqueleto de los insectos analizados y la harina de soja y harina de pescado. Aun asi el
exoesqueleto de Hermetia illucens, aparentemente libera una mayor concentracion de grupos
amino libres (Figura 16).
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Figura 16. Comparacion en el grado de hidrdlisis (medida en mg de aminoacidos entre mg de proteina inicial),
tras la hidrolisis enzimatica de los exoesqueletos de Hermetia illucens, Tenebrio molitor y Musca domestica,
harina de pescado y harina de soja, en el punto final de la fase acida y el en el punto final de la fase basica.

En la comparacién de la digestion completa de los exoesqueletos de los insectos y
harinas analizadas encontramos diferencias significativas. El exoesqueleto de Hermetia illucens
es el que mayor proporcion de grupos amino libres ha generado, presentando diferencias
significativas con la harina de soja, que representa el valor mas bajo. Entre el resto de grupos
no encontramos ninguna diferencia significativa (Figura 17).
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Figura 17. Comparacion en el grado de hidrdlisis (medida en mg de aminoacidos entre mg de proteina inicial),
tras la hidrolisis enzimética de los exoesqueletos de Hermetia illucens, Tenebrio molitor y Musca domestica,
harina de pescado y harina de soja, tras la digestion completa (suma de fase acida y fase basica).

5.1.3. Comparacion del grado de hidrolisis entre el insecto entero y sus fracciones.

Al igual que en el apartado anterior, para realizar estas comparaciones se han utilizado
los datos de los puntos finales tanto de la fase &cida, de la fase bésica y la digestion completa
(fase acida mas fase basica).
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5.1.3.1. Hermetia illucens
Aunque aparentemente el hemocele Hermetia illucens sea la fraccion que mayor
proporcion de grupos amino libres ha dado, en comparacion con el insecto entero y el
exoesqueleto, sin embargo, no hemos encontrado diferencias significativas ni en la fase &cida
ni en la fase béasica (Figura 18).
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Figura 18. Comparacion en el grado de hidrolisis (medida en mg de aminodacidos liberados entre mg de
proteina inicial), tras la hidrdlisis enzimatica de las fracciones insecto entero, hemocele y exoesqueleto, de
Hermetia illucens en el punto final de la fase acida y el punto final de la fase basica.

Similarmente al evaluar la digestion completa de Hermetia illucens tampoco
encontramos diferencias significativas entre el insecto entero y sus fracciones, aunque parezca
mayor la hidrolisis del hemocele (Figura 19).
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Figura 19. Comparacion en el grado de hidrdlisis (medida en mg de amino&cidos liberados entre mg de

proteina inicial), tras la hidrélisis enzimatica de Hermetia illucens y sus fracciones hemocele y exoesqueleto,
tras la digestién completa (fase acida mas fase basica de la digestion completa).
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5.1.3.2. Musca domestica
En el otro diptero Musca domestica, en la hidrdlisis &cida hemos obtenido unos
resultados muy similares entre el insecto entero y sus dos fracciones. Por otro lado, en el punto
final de la fase bésica de la digestion in vitro tampoco encontramos diferencias significativas,
aunque parece que el exoesqueleto del insecto proporciona la mayor concentracion de grupos
amino libres (Figura 20).
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Figura 20. Comparacién en el grado de hidrdlisis (medida en mg de aminoéacidos liberados entre mg de
proteina inicial), tras la hidrdlisis enzimatica de las fracciones insecto entero, hemocele y exoesqueleto, de
Musca domestica en el punto final de la fase acida y el punto final de la fase bésica.

En la hidrdlisis completa de Musca domestica no encontramos diferencias significativas
entre el insecto entero y las fracciones analizadas. Aparentemente, la fraccion de hemocele es
la que mas grupos amino libera, seguida del insecto entero y finalmente el exoesqueleto (Figura
19).
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Figura 21. Comparacion en el grado de hidrdlisis (medida en mg de aminoacidos entre mg de proteina inicial),
tras la hidrolisis enzimética de Musca domestica y sus fracciones hemocele y exoesqueleto, tras la digestion
completa (fase acida mas fase basica).
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5.1.3.3. Tenebrio molitor
Los resultados obtenidos en Tenebrio molitor han seguido la misma tendencia que las
dos especies anteriores. No observandose diferencias significativas entre el insecto entero y sus
fracciones, ni en la fase acida de la digestion in vitro, ni en la fase bésica (Figura 22).

Hidrolisis proteica de Tenebrio molitor y sus fracciones

- 018
E 016 p=N.S.
g 014
£ 012
&
5 01 I
o
2 0,08
> 0,06
g I——
5 004

0,02

0

Fase acida (t=100) Fase basica (t=180)
| Insecto Hemocele = Exoesqueleto

Figura 22. Comparacion en el grado de hidrdlisis (medida en mg de aminoacidos liberados entre mg de
proteina inicial), tras la hidrolisis enzimatica Tenebrio molitor y sus fracciones hemocele y exoesqueleto, en el
punto final de la fase acida y el punto final de la fase basica.

En la hidrélisis completa de Musca domestica vemos que aparentemente la fraccion de
hemocele es la que mas aminodacidos libera, aunque, como en los insectos anteriores, tampoco
encontramos diferencias significativas (Figura 23).
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Figura 23. Comparacion en el grado de hidrdlisis (medida en mg de aminoé&cidos liberados entre mg de
proteina inicial), tras la hidrdlisis enzimatica de Musca domestica y sus fracciones hemocele y exoesqueleto
tras la digestién completa (fase acida mas fase basica).
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5.2. Balance del contenido en nitrdégeno de los insectos analizados.

Al evaluar el balance del nitrogeno, nitrogeno que resta en las muestras tras la hidrolisis
(Figura 24), encontramos, en general, unas digestibilidades elevadas, y con diferencias
significativas entre los insectos y fracciones, con relacion a las harinas de soja y de pescado.

Si nos centramos en los insectos enteros, tanto Musca domestica (93,8 %) como
Tenebrio molitor (97 %) presentan una digestibilidad similar a las harinas de soja y pescado,
mientras que Hermetia illucens, aunque muy elevada, muestra una digestibilidad menor (88,6
%).

Dentro de Hermetia illucens, podemos observar como el hemocele presenta la mayor
digestibilidad de nitrégeno final, mientras que la menor digestibilidad se aprecia en el
exoesqueleto. Igualmente, en Musca domestica la digestibilidad del exoesqueleto es muy
inferior al insecto entero y al hemocele. Sin embargo, en Tenebrio molitor es el insecto entero
la que presenta mayor digestibilidad de nitrogeno y, sorprendentemente sin diferencias
significativas con el hemocele y el exoesqueleto.

Otro aspecto a destacar es que la digestibilidad de los exoesqueletos de Hermetia
illucens y Musca domestica son significativamente menores al de Tenebrio molitor (Figura 24).
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Figura 24. Digestibilidad de la proteina (medida por el balance del nitrégeno), de los insectos Hermetia
illucens (HI), Musca domestica (MD) y Tenebrio molitor (TM) y sus fracciones hemocele y exoesqueleto,
ademas de harina de pescado (HP)y harina de soja.
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6. Discusion

Los insectos pueden llegar a suponer una alternativa alimenticia para evitar muchos de
los problemas derivados de la produccion de alimentos, no solo en términos de alimentacién
animal sino también para el ser humano. Asi, aunque ya se encuentran incluidos en la dieta de
muchos animales e incluso de personas de diferentes zonas del planeta, se hace necesario su
estudio para comprobar su viabilidad como alimentos para que asi mediante el mayor
conocimiento de estos, se puedan ir rebajando los estigmas negativos que por ejemplo la
sociedad occidental tiene sobre ellos.

Las proteinas son esenciales para el correcto funcionamiento y mantenimiento de los
organismos, por ello deben encontrarse presente en su dieta diaria. La proteina animal aporta
aminoéacidos esenciales, y aunque, no se contemple normalmente a los insectos como alimentos,
estos son ricos en proteina animal de alto valor biol6égico. De esta manera, el estudio sobre la
calidad de los insectos como alimento debe incluir analisis proteicos, y en nuestro caso el
andlisis de su digestibilidad proteica, ya que esto nos permitira evaluar su biodisponibilidad.

En nuestro estudio hemos abordado esta biodisponibilidad desde dos enfoques
diferentes, pero complementarios. En primer lugar, hemos estudiado la liberacion de
aminoéacidos que se produce durante la hidrdlisis proteica enzimatica, medido como liberacion
de grupos amino (OPA), tanto durante la digestion acida como la basica. Y en segundo lugar
hemos evaluado el balance de nitrdgeno final, entendido como nitrégeno que resta en las
muestras del nitrégeno inicial, tras la hidrolisis.

Con el analisis OPA comprobamos como la dinamica general de los insectos analizados,
tanto en la fase acida como en la fase béasica, se produce una tendencia de aumento de la
concentracion de grupos amino libres hasta un punto en el que la concentracion comienza a
verse constante. En algunos casos esta meseta de concentracién no llega a apreciarse tan bien
como en otro, sino que la concentracion sigue aumentando, esto parece indicar que los tiempos
tanto de la fase acida como de la fase basica deberian de aumentarse para que cada muestra
analizada llegue a esa meseta de concentracion, aun asi, podemos ver la tendencia y comprobar
asi la idoneidad del proceso de digestion in vitro seguido.

Al comparar el grado de hidrdlisis completa (fase acida mas bésica) de los insectos,
hemos comprobado como la Hermetia illucens es el insecto que se destaca, al tener una mayor
liberacion de aminoacidos con relacion a los otros dos insectos y las harinas de referencia, que
no muestran diferencias entre ellas. Este hecho en si es destacable, ya que los insectos parecen
mostrar tanta biodisponibilidad de sus proteinas como las harinas de pescado y de soja.

Son muy escasos los estudios que han abordado el grado de hidr6lisis proteica de los
insectos mediante la liberacién de grupos amino. Asi, en los dipteros no hay ningin estudio
sobre Musca domestica, y el Unico dato que hay sobre Hermetia illucens es de Janssen et al.
(2019), con un grado de hidrdlisis del 20%, aunque empleando la técnica pH-stat. Con relacion
a Tenebrio molitor existen valores similares a los nuestros obtenidos por Janssen et al. (2019),
con 14,9 % de grado de hidrdlisis mediante pH-stat, y unos resultados muy superiores, del 54%,
observados por mediante OPA por Yi et al. (2016).
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Al comparar, en cada especie de insecto, el grado de hidrdlisis de las fracciones
(hemocele y exoesqueleto) con el del insecto entero, hemos podido comprobar que no existen
diferencias significativas entre ellas. Tal como indicamos anteriormente en el exoesqueleto la
quitina se incrusta en una matriz de escleroproteina (Andersen et al., 1995), dificultando en
gran medida su degradacion y su absorcién en las paredes intestinales (Vidanarachchi et al.,
2010). Por tanto, a priori, cabria pensar que el hemocele seria la fraccion mas digestible al
separar mecanicamente el exoesqueleto, que, en teoria, deberia ser la fraccion menos
biodisponible, debido a la estructura del exoesqueleto; y, por tanto, el grado de hidrolisis del
insecto entero deberia estar en un valor intermedio. Aunque esta tendencia se aprecia en todos
ellos, estas diferencias no llegan a ser significativas. Creemos que, la alta variabilidad dentro
de cada tratamiento, impide mostrar la diferencia entre tratamiento, y, por tanto, pensamos que
en futuros estudios las muestras deberian estar por triplicado o cuatriplicado.

Consideramos que es importante comprobar si la separacion del exoesqueleto del
insecto puede ser rentable para mejorar su digestibilidad, es decir, si el fraccionamiento de
insectos en exoesqueleto y hemocele, con todo el proceso necesario para realizarlo, mejora a
los insectos como alimento. Y aunque en este estudio no se ha llegado a demostrar, creemos
que las tendencias apreciadas invitan a seguir en esta linea de trabajo, aunque, como hemos
comentado, incrementando el esfuerzo analitico en laboratorio.

Sin embargo, podemos ver como los exoesqueletos de Hermetia illucens y Tenebrio
molitor presentan en la digestion completa una mayor concentracion de grupos amino libres
que la harina de pescado y harina de soja, en cambio Musca domestica se encuentra por debajo
de la harina de soja, lo que podria explicarse por el hecho de que para Musca domestica se
utilizaron pupas, asi Bosch et al. (2014) obtuvo una menor digestibilidad de la fase pupa (77,7
%) de Hermetia illucens que en su fase larvaria (89,7 %).

Hay numerosos factores que pueden condicionar la calidad de los insectos como
alimentos, que van desde su propia fisiologia hasta el proceso de tratamiento para prepararlos
como alimento. Entre estos factores encontramos la etapa en el ciclo de vida que se encuentran
viéndose grandes diferencias en la composicion de los insectos segun esta (laconisi et al., 2018;
Severini et al., 2018).

Hay que decir también que la mejor digestibilidad del exoesqueleto varia segin el
paquete enzimatico de la especie que los consume, numerosos animales basan su dieta en la
ingesta de insectos, gracias a que presentan enzimas con capacidad de hidrolizar la quitina,
como la quitinasa (EC 3.2.1.14), siendo una ventaja en la inclusion de insectos en dietas para
la produccion animal. Asi, muchos peces presentan quitinasa en el sistema digestivo
independientemente de los habitos dietéticos (Smith et al., 1989), en cambio, el ser humano no
parece digerir la quitina, pero los insectos llevan siendo consumidos por este desde la
antigliedad, de hecho, hay estudios que han comprobado la presencia de enzimas quitinoliticas
que tienen su procedencia en bacterias del tracto gastrointestinal (Paoletti et al., 2007; Duskova
etal., 2011).

Por otro lado, extrayendo el exoesqueleto nos quedaria el hemocele, que, en este estudio,
aungue presenta un mayor grado de hidrdlisis, es decir, una mayor liberacion de aminoécidos,
no llega a ser significativa con respecto al insecto entero. Otros autores que han reducido la
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proporcion de exoesqueleto de grillo (Gryllus assimilis) con la eliminacion manual de partes de
este (patas y alas) o con su extraccion a partir de disolventes quimicos, y no obtuvieron tampoco
diferencias significativas en la digestibilidad in vitro (Jayanegara et al., 2017).

Con relacion al balance de nitrogeno (Figura 19) notamos como las harinas de pescado
y de soja tienen los valores mas elevados, lo que contrasta con los resultados obtenidos en el
calculo de los grupos amino libres en la digestion completa. Esto puede deberse a que el
procedimiento Kjeldahl (AOAC, 2005), por el que se calcula el nitrégeno no solo mide el
nitrégeno de los aminodcidos sino de todas las moléculas presentes en la muestra que lo
contienen, aunque estas no estén disponibles bioldgicamente para los organismos.

Otro aspecto a resaltar es que los insectos parecen ser una alternativa adecuada a la
harina de soja y harina de pescado en alimentacion animal, al tener una digestibilidad similar.
No obstante, es necesario tener en cuenta otros aspectos de los insectos, como su contenido
proteico o en grasa, efecto alergénico de la quitina o la busqueda de las mejores técnicas para
optimizar su produccion en masa.

Hermetia illucens, presenta una digestibilidad de la proteina muy elevada, porcentaje
similar al observado por Huang et al. (2019) con un 90 %, Bosch et al. (2016) con un 81,6 %y
Arango et al. (2014) con un 81,6 %. Pero Musca domestica y Tenebrio molitor muestran una
digestibilidad aun superior, 93,8 %y 97,1 % respectivamente. Esta alta digestibilidad de Musca
domestica es destacable, ya que como se ha indicado, en este estudio se ha utilizado la pupa de
este diptero, y si comparamos con otros estudios, es superior o igual a valores obtenidos por
otros autores tales como un 93,3 % (Bosch et al., 2016) y 73 % (Kovitvadhi et al., 2019),
habiendo estos analizado el estadio larvario de Musca domestica.

En cuanto a la larva de Tenebrio molitor los estudios previos son mas numerosos y con
resultados més variables, desde 60 % (Mancini et al., 2021), 72,5 % (Poelaert et al., 2016), 85
% (Caparros et al., 2018) hasta un 92,5 % (Bosch et al., 2016), entre otros.

Aunque aparentemente la fraccion del hemocele de los dipteros es superior, tampoco
con el balance de nitrogeno podemos sacar conclusiones claras, ya que esas diferencias no
Ilegan a ser significativas.

Pero lo que si parece claro es que la fraccion de exoesqueleto es, como cabria esperar,
la fraccién mas indigestible, aungue sélo sea significativa en las dos moscas. Musca domestica
es la que presenta una diferencia en la digestibilidad de la proteina entre el insecto entero
(93,8%), y su exosqueleto (61 %), lo que reitera la limitacién de nitr6geno accesible de la
quitina al estar el exoesqueleto de la pupa méas quitinizado.

Aunqgue a simple vista, las larvas de Tenebrio molitor tiene el aspecto de una mayor
dureza que las de Hermetia illucens, la digestibilidad del exoesqueleto de la larva del diptero
es significativamente menor (¢ 74%?) que la del coledptero (89,3%). Esto puede seguramente
ratifica la relacién con la concentracion de quitina del exoesqueleto, ya que Finke (2013)
determin6 como en Hermetia illucens la quitina representaba un 5,4 % y en Tenebrio molitor
un 2,8 %.
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Por altimo, apuntar que, segun los resultados obtenidos en este trabajo, en especies
como Tenebrio molitor, el fraccionamiento no parece aportar una mejoria en la digestibilidad,
y quizas, no tendria mucho sentido el esfuerzo y coste de este procesamiento. En los dipteros,
Hermetia illucens y Musca domestica son necesarios estudios mas amplios y profundos que
confirmen si las mejoras aparentes en la digestibilidad del hemocele llegan a ser significativas
para justificar la rentabilidad del fraccionamiento. Lo que si parece claro es que los insectos
enteros, debido a su similar digestibilidad de la proteina.

Con los resultados obtenidos podemos decir que los insectos parecen ser una alternativa
adecuada a la harina de pescado y la harina de soja para la produccién de piensos animales, y
ademas que debido a la simulacion de la digestion in vitro con enzimas, podemos decir que
estos aportarian buenas concentraciones de aminoacidos disponibles para el organismo.

7. Conclusiones

1. Desde un punto de vista metodoldgico, para obtener resultados méas concluyentes es
necesario realizar un mayor esfuerzo analitico, ampliando el tiempo de accion de las enzimas,
120’ para la digestion acida y 240’ para la basica, e incrementando el numero de réplicas por
muestra.

2. Segun los resultados obtenidos bajo nuestras condiciones experimentales la fase &cida
de la digestidn de la harina de insectos en menos efectiva en cuanto a liberacién de aminoacidos
que la basica, lo que resulta coherente con la actividad de la pepsina.

3. Los insectos muestran una digestibilidad muy elevada, similar a la de la harina de
pescado y soja. Sélo en Hermetia illucens es algo menor, aungue es superior al 88%.

4. En la comparacion entre fracciones los resultados en el hemocele no son definitorios,
aunque exista una tendencia de una mayor digestibilidad esta no llega a ser significativa. Sin
embargo, segun el balance de nitrdgeno se confirma una menor digestibilidad del exosqueleto
en las dos especies de dipteros analizadas.
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