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RESUMEN

Actualmente, los insectos comestibles se investigan como una fuente alternativa
potencial de proteinas y nutrientes lo que les hace importante en la nutricion humana.
Su alto contenido de proteina (65 %) permitié estudiar sus propiedades funcionales,
digestibilidad gastrointestinal, actividad antioxidante y antiinflamatoria. En este
estudio se obtuvo aislados proteicos a partir de harina de grillo (Gryllus assimilis),
usando diferentes pHs de solubilizacion y precipitacion, la proteina fue cuantificada
por el método Dumas, BCA y Bradford, y analizada por la técnica SDS-PAGE. Para la
evaluacion de las propiedades funcionales de las proteinas se empled % de solubilidad,
% de capacidad de absorcion de agua y aceite. Ademas, se determiné la actividad
antiinflamatoria y la actividad antioxidante por los metodos: ABTS, DPPH y FRAP.

Los aislados proteicos de grillo solubilizados a pHs alcalinos poseen altos rendimientos
(70 %) y contenido de proteina de alrededor del 80 % para el caso de Dumas y sobre
los 100 mg de proteinas/g muestra para los métodos colorimétricos. Se caracterizaron
las proteinas de harina de grillo encontrando bandas de proteina de pesos moleculares
entre 250 kDa a 37 kDa. Los porcentajes altos de solubilidad proteica, capacidad de
absorcion de agua y aceite permitieron establecer el uso de este subproducto como
componente rico en proteinas en varios alimentos emulsificados. Los aislados proteicos
que presentaron una mayor actividad antioxidante fueron los tratamientos 10.0-4.0,
12.0-6.0 y 10.0-3.0 con valores 70,034 mmol ET/g muestra (FRAP), 12,43 mmol ET/g
muestra (ABTS) y 68,01 mmol ET/g muestra (DPPH) respectivamente. Ademas, las
proteinas de grillo presentaron hasta un 93,55 % de proteccion durante el proceso de
inflamacion.

PALABRAS CLAVE: Grillo, proteina, solubilidad, antioxidantes, actividad
antiinflamatoria,
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ABSTRACT

The insects are currently being investigated as a potential alternative source of protein and
nutrients, which makes them important in human nutrition. The high protein content (65 %)
allowed the study of its functional properties, gastrointestinal digestibility, antioxidant and
anti-inflammatory activity. In this study, protein isolates were obtained from cricket flour
(Gryllus assimilis), using different solubilization and precipitation pHs, the protein was
quantified by the Dumas, BCA and Bradford method, and analyzed by the SDS-PAGE
technique. For the evaluation of the functional properties of the proteins %, solubility %, water
and oil absorption capacity were used. In addition, the anti-inflammatory activity and the
antioxidant activity were determined by the methods: ABTS, DPPH and FRAP.

Cricket protein isolates solubilized at alkaline pHs have high yields (70 %) and protein content
of around 80 % in the case of Dumas and over 100 mg of proteins/g sample for colorimetric
methods. Cricket meal proteins were characterized by finding protein bands of molecular
weights between 250 kDa to 37 kDa. The high percentages of protein solubility, water and oil
absorption capacity allowed to establish the use of this by-product as component rich in
proteins in various emulsified foods. The protein isolates that presented the highest antioxidant
activity were treatments 10.0-4.0, 12.0-6.0 and 10.0-3.0 with values 70.034 mM Trolox / ¢
sample (FRAP), 12.43 mM Trolox / g sample (ABTS) and 68.01 mM Trolox / g sample
(DPPH) respectively. The cricket proteins presented up to 93.55 % protection during the
inflammation process.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La investigacion corresponde a la linea de “Desarrollo y seguridad alimentaria y
procesos industriales”, teniendo como sub linea de investigacion: “Investigacion-
innovacion y emprendimientos”. Desde el punto de vista de la seguridad alimentaria se
considera dos aspectos primordiales: El acceso econémico y fisico a los alimentos
donde se establece una oferta adecuada de alimentos a nivel nacional o internacional
esto no garantiza la seguridad alimentaria a nivel de los hogares. La preocupacion por
problemas en el acceso a los alimentos ha conducido al disefio de politicas con mayor
enfoque en materia de ingresos y gastos, para alcanzar los objetivos de seguridad
alimentaria; y la utilizacion de los alimentos que normalmente se entiende como la
forma en la que el cuerpo aprovecha los diversos nutrientes presentes en los alimentos.
El ingerir energia y nutrientes suficientes es el resultado de buenas préacticas de salud
y alimentacion, la correcta preparacion de los alimentos, la diversidad de la dieta y la
buena distribucion de los alimentos dentro de los hogares. Si se combina esos factores
con el buen uso bioldgico de los alimentos consumidos, se obtendra la condicion

nutricional de los individuos.

Por otro lado, la investigacion e innovacion son ejes claves en el desarrollo del Ecuador,
la idea de innovacidn pasa por la necesidad de vincular a las instituciones que hacen
investigacion cientifica con los requerimientos de la sociedad ecuatoriana. El estudio
al constituir un tema netamente innovador y de caracter investigativo, permite cumplir
con las expectativas propuestas anteriormente y cubrir los requerimientos de la

sociedad.



1.2 Justificacién

Ecuador es megadiverso y con la viabilidad de criar diversas especies de insectos
comestibles, la crianza de grillos constituye una alternativa alimentaria con
posibilidades de industrializacién y un alto potencial econémico. Actualmente, existen
pequefios empresarios que, de manera cientifica y técnica, aprovechan las
potencialidades de los insectos como fuente de proteina alternativa. Uno de los
emprendimientos pioneros en nuestro pais, es SARGRILLO, un programa de cria de
grillos en granja, bajo condiciones controladas de temperatura, humedad, bioseguridad,

alimentacion y asepsia, como una alternativa alimentaria para los seres humanos.

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO), la entomofagia se practica en muchas regiones del mundo,
principalmente en Africa, Asia y América Latina. La alimentacion que incluye insectos
constituye un habito que complementa la dieta de aproximadamente 2.000 millones de
personas. Los insectos pueden ser consumidos de forma directa o en forma de
suplementos alimenticios. Ademas, pueden elaborarse con ellos balanceados o piensos
para alimentar a los animales reemplazando las harinas de soja, cereales y pescado
(Carvajal, 2016).

Un organismo especializado dentro de la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU)
y la FAQ, indica a los insectos como alternativa alimentaria de futuro mas viable con
relacién a la alimentacion para afrontar los problemas de sobrepoblacion, si la situacion
no cambia, los pocos recursos disponibles no seran los suficientes para alimentar miles
de millones de personas (Vifieta, 2017). Ademas, la Union Europea y diversos estudios
establecen que los insectos comestibles podrian convertirse en una de las soluciones al

problema del suministro mundial de alimentos (Montowska et al., 2019).

Considerando el aumento de la poblacién mundial y los escasos recursos hidricos y
terrestres, es de mucho interés encontrar formas nuevas y sostenibles de producir

alimentos. Los insectos comestibles se han convertido en un punto interesante de



estudio por su alto contenido en proteinas y su facil crianza, llevando a favorecer
menores impactos ambientales en comparacion con la ganaderia tradicional (Machado
& Silveira, 2019). Las proteinas obtenidas a partir de la harina de grillo (Gryllus
assimilis) tienen un alto valor nutricional y podrian ejercer actividades bioldgicas sobre
el organismo humano, contribuyendo a la prevencion de enfermedades
cardiometabdlicas en el mismo. Por esta razdn, la presente investigacion tiene como
objetivo evaluar las actividades bioldgicas de los aislados proteicos obtenidos a partir
de harina de grillo (Grillus assimilis), cuyos resultados permitiria establecer a las
proteinas de este insecto comestible como una alternativa de aplicacién en diferentes

areas de estudio: alimentaria, farmacedtica, nutraceutica, y otras.

1.3 Planteamiento del problema

El desconocimiento y la falta de informacion acerca de las potencialidades
nutricionales que proporcionan las proteinas de grillo, las mismas que pueden servir
como alternativa a la prevencion de enfermedades cardiometabdlicas sobre el
organismo humado, ha conllevado a utilizar como materia prima en este estudio la
harina de grillo (Gryllus assimilis), con la finalidad de identificar sus actividades

bioldgicas in vitro.

Las proteinas y los péptidos bioactivos son moléculas que, ademas de su valor
nutricional como fuente de aminoacidos, son capaces de ejercer actividades bioldgicas
especificas. Estas moléculas optimizan las funciones vitales del organismo humando y
reducen el riesgo de enfermedades. Ademas, muchos de estos péptidos y proteinas

presentan una marcada actividad antioxidante y antiiflamatoria (Gavilanes 2016).

Por otra parte, se debe considerar la problematica que hoy en dia el pais atraviesa con
relacién a la mala alimentacion por lo que, se pretende buscar nuevas alternativas de

nutricion. Se ha identificado que en paises donde tradicionalmente se consumen



insectos las tasas de malnutricion han disminuido en comparacién a paises que no

practican la entomafagia.

El uso de insectos para alimentacién animal y humana tiene muchos beneficios de
caracter ambiental, sanitario y para la vida. Los insectos estdn en todas partes, se
reproducen rapidamente y son nutritivos con un alto contenido de proteina, grasa,
vitaminas y minerales, pudiendo ser consumidos enteros o molidos, en polvo o en pasta

y como ingrediente para la elaboracion de otros alimentos (FAO, 2013).

El presente estudio ha fijado la necesidad de realizar una evaluacién de las actividades
bioldgicas de los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo (Gryllus
assimilis) los mismos que son criados en la Granja SARGRILLO en el sector de Llano
Chico en la provincia de Pichincha-Ecuador. Estos analisis seran base fundamental
para la posterior elaboracion de alimentos que contengan como ingrediente funcional

el aislado proteico.

Formulacion del problema

¢Se obtendran aislados proteicos a partir de la harina de grillo (Gryllus assimilis) que

presenten actividades biologicas?

1.4 Hipotesis
Ho= Los aislados proteicos obtenidos a partir de la harina de grillo (Gryllus assimilis)
poseen actividades bioldgicas y funcionales.

Ha= Los aislados proteicos obtenidos a partir de la harina de grillo (Gryllus assimilis)

no poseen actividades bioldgicas y funcionales.



1.5 Objetivos de la investigacion

1.5.1 Objetivo general

0,

% Evaluar las actividades bioldgicas in vitro de los aislados proteicos obtenidos a
partir de la harina de grillo (Gryllus assimilis).

1.5.2 Obijetivos especificos

X/
o

Obtener aislados proteicos de harina de grillo.

%+ Cuantificar el contenido de proteina de los aislados proteicos de harina de grillo.

¢+ Caracterizar las proteinas de harina de grillo por electroforesis.

% Evaluar las propiedades funcionales de los aislados proteicos de harina de

grillo.

+ Determinar la actividad antioxidante y antiinflamatoria in vitro de los aislados

proteicos de harina de grillo.

Tareas

A continuacion, se detalla en la tabla 1 las actividades que permitieron la ejecucion del

cumplimiento de los objetivos propuestos en el trabajo de investigacion.



Tabla 1. Actividades para el cumplimiento de los objetivos

OBJETIVO

ACTIVIDAD

Objetivo especifico 1:

Obtener aislados proteicos de harina de grillo.

Extraer las proteinas de harina de grillo

considerando su punto isoeléctrico

Objetivo especifico 2:
Cuantificar el contenido de proteina de los

aislados proteicos de harina de grillo

Elaboracion de las curvas de calibracion
para cada método de ensayo.
Cuantificacién de proteina de por los
métodos: Bradford, BCA y Dumas.

Analisis de resultados

Objetivo especifico 3:
Caracterizar las proteinas de harina de grillo por
electroforesis

Preparacion de las muestras
Separacion electroforética

Lectura de geles

Objetivo especifico 4.
Evaluar las propiedades funcionales de los
aislados proteicos de harina de grillo.

Solubilidad de proteina
Capacidad de absorcion de agua
Capacidad de absorcion de aceite

Obijetivo especifico 5:

Determinar la actividad antioxidante vy
antiinflamatoria in vitro de los aislados proteicos

de harina de grillo.

Actividad antioxidante

Obtener los extractos metandlicos
Elaboracion de curvas de calibracion
para cada método de ensayo.

Andlisis de la actividad antioxidante in
vitro por los métodos ABTS, DPPH y
FRAP.

Actividad antiiflamatoria

Obtencion de los eritrocitos

Preparacion de la muestra

Andlisis de la actividad antiinflamatoria
in vitro

Anélisis de resultados

Elaborado por: Quinteros (2021).




Etapas

En la tabla 2 se detallan las etapas criticas que el proceso de investigacién ha atravesado.

Tabla 2. Etapas criticas que ha atravesado la investigacion

ETAPA

DESCRIPCION

Obtencidn de los aislados proteicos de grillo.

Estudio del punto isoeléctrico de las

proteinas de grillo.

Simulacion de la digestibilidad gastrointestinal

in vitro

Control de parametro como

concentracion de enzima.

Determinacion de actividad antioxidante in vitro

Elaboracion de curvas de calibracién.

Evaluacion de la actividad antiinflamatoria in

vitro de los aislados proteicos

Obtencidn de sangre humana para la

extraccion de los eritrocitos.

Elaborado por: Quinteros (2021).




CAPITULO Il. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1 Antecedentes

La comunidad cientifica tiene interés en estudios de insectos con perspectivas
alimentarias, son beneficiosas para la salud humana, histéricamente los insectos estan
involucrados con el hombre, existen reportes que Aristoteles eventualmente consumia
insectos como las ninfas. Por otra parte, hay evidencia que la cultura islamica usaba
insectos para su alimentacion, consumian langostas, abejas, hormigas, piojos y termitas

durante las cruzadas.

Durst et al (2010) mediante la FAO determinaron que los seres humanos han
consumido insectos durante miles de afios, en algunos casos como alimento de
emergencia, en otras circunstancias como alimento bésico y en otros casos como
manjares, se ha registrado alrededor de 1400 especies de insectos que se utilizan como
alimento humano. La entomofagia (la practica de comer insectos) en los tiempos
modernos, ha disminuido y a menudo, se ha rechazado como sucio o insalubre. Sin
embargo, entre varias culturas diseminadas por todo el mundo, los insectos permanecen
como un alimento vital y preferido constituyendo una fuente esencial de proteinas,

grasas, minerales y vitaminas.

La seguridad alimentaria es un motivo de grave preocupacion, especialmente para los
paises en desarrollo, el alto costo de los alimentos, las preocupaciones crecientes
relacionados con el cambio climatico y las grandes contribuciones del sector agricola
al efecto invernadero por las emisiones de gases estan motivando a muchos expertos a
reevaluar las dietas y diversos enfoques alimentarios (Durst et al., 2010; Florence et
al., 2018).

Los expertos establecen aumentar nuevas investigaciones para encontrar fuentes
alternativas de alimentacion mas baratas con el objetivo de superar el hambre y la

desnutricion, sobre todo en los paises en desarrollo. Diferentes estudios informan que



los insectos son ricos en proteinas y podrian ser fuentes alternativas de alimentos, esto
ha llevado a una consideracion mas seria de la potencialidad de los insectos comestibles
para contribuir a la seguridad alimentaria y las perspectivas de comercializacion y cria

de insectos para la alimentacion.

Defoliart (2002) informa que los insectos comestibles son fuentes prometedoras de
proteinas debido a que contienen mayores cantidades de proteinas en comparacion con
las fuentes tradicionales de proteinas como la carne, los productos lacteos y las
semillas. Los insectos ofrecen un contenido de proteina (60 g/100 g porcidn) en
comparacion con dietas basadas en fuentes vegetales como la soya que proporciona
alrededor del 37 g/100 g porcion.

Ademas de las proteinas, los &cidos grasos son el segundo componente mas alto en los
insectos y su contenido varia dependiendo del tipo de insecto, su contenido de &cidos
grasos oscila entre 13 % y 33 % en grillos y larvas de escarabajos, respectivamente.
Sin embargo, es importante resaltar que el mayor contenido de acidos grasos se
encuentra en las etapas larvales en comparacion con las etapas adultas del insecto
(Florende et al., 2018).

En Ecuador existe la empresa SARGRILLO, que cultiva la especie de grillo tropical
G. assimilis mediante un proceso exitoso que consiste en la fase de apareamiento, la
incubacion de los huevos y la produccion de la harina. Debido al alto contenido
proteico de la harina (>55 %) la empresa propone esta alternativa de alimentacion.

Ademas, porque es amigable con el medio ambiente.

Por otra parte, Pulido et al (2020) mencionan que los atributos sensoriales son factores
importantes en la produccion de insectos, ademas del contenido proteico se debe
asegurar la calidad y el producto, lo que garantiza una mayor aceptacion en el consumo.
Como cualquier otro producto animal, variaciones en las condiciones de cria,
procesamiento, asi como su incorporacion en nuevos alimentos y platos con base de

insectos, puede afectar las propiedades sensoriales del producto final a ofertar; es pues,



donde el principal objetivo es trabajar en la mejora de sabores y texturas para despertar

una actitud positiva hacia ese tipo de comida.

2.2 Fundamentacion epistemoldgica

2.2.1 Losinsectos

Los insectos constituyen el grupo animal mas numeroso y diverso de la Tierra. Ademas,
de ser el grupo més exitoso en términos de biomasa total, plasticidad, fenotipica y
distribucion mundial (Pulido et al., 2020). Poseen la mayor cantidad de masa estimada
como grupo biolégico sobre la tierra, sus tasas reproductivas son altas, son ubicuos y
altamente nutricionales (Sancho et al., 2015). El registro de nimero de especies
descritas ostenta cerca de 1000 000 de especies, con una cantidad de miembros muy

abundantes. Se cree que aun quedan por describir unos 30 millones de especies mas.

Los insectos pueden encontrarse en casi todos los lugares del planeta, aunque solo un
pequefio numero de especies ha conseguido adaptarse a la vida en los océanos, se
caracterizan por tener dos antenas, seis patas y dos alas, a pesar de que en ocasiones no
les sirven para volar. El cuerpo de los insectos tiene una cubierta exterior rigida llamada
exoesqueleto que lo protege. Su cuerpo esta dividido en tres partes: cabeza, torax y
abdomen y en algin momento de su vida, por lo general cuando pasan a la etapa adulta,

experimentan un cambio drastico llamado metamorfosis (National Geographic, 2016).

2.2.2  Grillo comun (Gryllus assimilis)

El grillo comdn pertenece a la Clase: Insecta; Orden: Orthoptera; Familia: Gryllidae
(grillos verdaderos). Es un insecto, con un tamarfio promedio de 2 cm, en su edad adulta.
Su tonalidad varia de marrén fuerte a negro. Posee tres pares de patas, siendo las
traseras las mas perceptibles, con las cuales puede saltar y apoyarse. Ademas, tienen
dos pares de alas, que no estan desarrolladas plenamente en los ejemplares jovenes. En

su cabeza se exhiben delgadas y largas antenas con 0jos compuestos y piezas bucales
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de trituracion. Las hembras poseen en el abdomen una estructura similar a un tubo
(ovopositor) que utilizan para colocar los huevos en la tierra. Estas habitualmente
ponen 30 huevos (Animales, 2018).

El ciclo de vida de los insectos esta determinado por tres etapas: huevo, ninfa y adulto,
pasando de un estadio a otro por la alimentacién y la temperatura, entre méas favorables
son estas condiciones su crecimiento es mas rapido. La temperatura deseada para ellos
oscila entre 25 °C y 35 °C. El grillo se alimenta de materia vegetal, gusanos y otros
insectos. Su tiempo de vida es muy corto, generalmente de dos a tres meses (Apolo-
Arévalo & lannacone, 1993).

Figura 1.Grillo comun (Gryllus assimilis)
Fuente: Alarcon (2020).

2.2.3 Laentomafagia

FAO (2013), define a la entomofagia como el consumo de insectos por los seres
humanos. Se practica en muchos paises principalmente en Asia, Africa y América
Latina. La ingesta de insectos complementa la dieta de 2.000 millones de personas. Las
instituciones de investigacion, los chefs, miembros de la industria alimentaria,
legisladores y demas organismos junto con el Programa de Insectos Comestibles de la
FAOQ estudian la contribucion de los insectos a la seguridad alimentaria, los medios de

vida y el medio ambiente.

El consumo de insectos comestibles se remonta a épocas antiguas en la que muchas

culturas integraron habilmente a los insectos en sus variadas dietas. En Ecuador, existe
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una herencia cultural de los indigenas sobre el consumo de insectos; las larvas de
Rhynchophorus palmarum, el chontacuro, son comercializadas y consumidas en varias

provincias de la Amazonia (Sancho et al., 2015).

Investigaciones realizadas sugieren que el consumo de los insectos puede tener un
impacto positivo en la salud humana. Stull et al. (2018) afirman que pueden estimular
el crecimiento de la microbiota intestinal y disminuir el nivel de TNF-a en el plasma.
Ademas, los grillos poseen abundante quitina y quitosano, que son sustancias que
permiten suprimir microorganismos patégenos que habitan en los intestinos (Liu et al.,
2010).

Los grillos son catalogados por muchas personas como una plaga invernal, pero en
realidad estos insectos son una alternativa alimentaria. Datos de la FAO indican que la
poblacion mundial aumentara en mas de un tercio (2.300 millones de personas) hasta
2050 y que los grillos son una opcion proteinica. La proyeccion también sostiene que
para alimentar a una poblacion mundial de 9.100 millones de personas se aumentara la
produccion de alimentos alrededor de un 70 %. Esta situacion creard un impacto
medioambiental, por ello la FAO indica la urgencia de buscar otras alternativas de
proteinas sostenibles. Aqui se integra a los insectos como una buena opcién, gracias a

su alto valor nutricional (Telégrafo, 2020).

2.2.4 Grillo comun (Gryllus assimilis) como alimento para el hombre

Teniendo en cuenta que se prevé que la poblacion mundial alcance los 8.600 millones
de personas en 2030 y 9.8 mil millones en 2050 (United Nations, 2017) y con el fin de
proporcionar suficientes alimentos a la creciente poblacién, la produccion actual de
alimentos tendra que duplicarse; por el contrario, los recursos de tierra y agua son cada
vez mas escasos. Parece necesario, por tanto, encontrar alternativas y formas de cultivar
alimentos (Machado & Silveira, 2019).

La cria y la recoleccion de insectos pueden ofrecer importantes estrategias de

diversificacion de los medios de vida, los insectos pueden recogerse directamente del

12



medio de manera sencilla. Se necesitan medios técnicos y, bajas inversiones para

adquirir equipos bésicos de cria y recoleccion (FAO, 2013).

Un ingrediente comestible de insectos, facilmente accesible es la harina de grillo
deshidratado, que contiene entre un 45 % y 70 % de proteina, asi como 20 % a 30 %
de lipidos, 5 % a 20 % de fibray 5 % de cenizas (Montowska et al., 2019).

Los grillos son extremadamente valiosos en términos de valor nutricional. No
contienen solo cantidades significativas de proteina o grasa, también tienen vitaminas
y minerales (Montowska et al., 2019). Se ha utilizado harina de grillo para
complementar o reemplazar componentes ricos en proteinas, complejos alimenticios,
incluidas emulsiones de carne (Kim et al., 2017), pasta (Duda et al., 2019) pan y barritas

proteicas que estan disponibles comercialmente.

2.2.5 Proteinas

Las proteinas constituyen, junto con los acidos nucleicos, las moléculas de informacion
en los seres vivos, juegan un papel central en los sistemas bioldgicos abarcando todo
tipo de funciones: estructura, transporte, motilidad, defensa, reconocimiento,
almacenamiento y la funcién catalitica que llevan a cabo las enzimas. Las unidades
mas simples de las proteinas son los aminodacidos, en el codigo genético se pueden
encontrar codificados los veinte a-aminoacidos, estos constituyen los eslabones que
conforman los péptidos, que cuando forman cadenas polipeptidicas y alcanzan altos
pesos moleculares se denominan proteinas. Ademas, a las proteina se las define como
proteinas alimentarias que son facilmente digeribles, no toxicas, nutricionalmente
adecuadas, Utiles en los alimentos, disponibles en abundancia y con un alto valor
nutricional (Badui, 2006).

Dentro de las proteinas existen los aminoacidos esenciales y los no esenciales los
mismos que son: esenciales (treonina, triptdfano, valina, lisina, metionina, fenilalanina,
histidina, isoleucina y leucina) y los no esenciales (alanina, arginina, acido aspartico,

asparragina, cisteina, acido glutdmico, glutamina, glicina, prolina, serina y tirosina).
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Los insectos comestibles, incluidos los grillos, son ricos en proteinas las mismas que
se consideran ser una fuente valiosa de péptidos bioactivos con actividad antioxidante
(Badui, 2012; Zielinska et al., 2015).

Estudios realizados por Zielinska et al (2015) afirman que las proteinas representan el
componente principal de la composicion nutricional de los insectos, el mayor
porcentaje de proteina encontrado fue de 76 % en grillo (Gryllus sigillatus). Ademas,
se ha identificado que los insectos comestibles en especial los grillos proporcionan
niveles satisfactorios de aminoacidos esenciales, de acuerdo al requerimiento de mg de
aminoacidos por kg de masa corporal por dia. La treonina, la valina y la histidina son
aminoacidos predominantes en este tipo de especies.

2.2.6 Aislados y concentrados proteicos

Segun Linden & Loriet (1994) los concentrados proteicos resultan de una separacion
paulatina de sus componentes no proteinicos (lipidos, fibra, carbohidratos, minerales,
etc.), de tal manera que sus propiedades nutricionales no se modifiquen ni se pierdan.
El proceso de concentrado proteico implica una serie de tratamientos, que
aprovechando las propiedades fisicoquimicas de los solventes de extraccion

(solubilidad, polaridad, fuerza ionica, pH isoeléctrico), permiten separar las proteinas.

Por otra parte, los aislados proteicos son la forma comercial mas purificada, que se
logran eliminando los polisacaridos, oligosacaridos y algunos otros componentes ya
sea por: hidrdlisis y posterior precipitacion, por adicién de &cidos, minerales,
controlando los diferentes parametros como: el pH, temperatura, solubilidad y otros,
que permiten el enriquecimiento de la proteina requerida (Bohinski, 1976). Ademas, se

caracteriza por contener mas de un 90 % de contenido de proteina.

Una amplia variedad de herramientas de extraccion y fraccionamiento de proteinas y
péptidos se disponen en base a sus caracteristicas fisicoquimicas y estructurales, tales
como la solubilidad, hidrofobicidad, peso molecular, punto isoeléctrico (pl) y asi

sucesivamente. Existe una vision integrada de técnicas de extraccion, fraccionamiento
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de proteinas y péptidos utilizados en los alimentos, estudios de proteina basados en
diferentes tecnologias sobre la ruptura celular, precipitacion y los sistemas de
solubilizacion son necesarios para obtener la fraccion de proteina de interés como es el

caso del aislamiento de proteinas mediante hidrolisis acida (Martinez et al., 2013).

2.2.7 Meétodos para cuantificar proteina

Determinar la concentracién de proteinas en una muestra biol6gica, es una técnica
basica cuando se trata de purificar una proteina concreta, conocer la actividad
especifica de una preparacién enzimatica, para el diagnéstico de enfermedades, asi
como para otros muchos propdsitos. Existen diferentes métodos para la cuantificacion
de proteinas basados en la propiedad intrinseca de las proteinas para absorber luz en la
zona ultravioleta (UV), formacion de derivados quimicos, o la capacidad que tienen las

proteinas de unirse a ciertos colorantes (Reyes & Galvan, 2001).

2.2.7.1 Método Dumas

Este método de combustidn desarrollado a principios del siglo XIX por Jean Baptiste
Dumas. Consiste en la combustion de una muestra de masa conocida en una cdmara de
alta temperatura en presencia de oxigeno. Esto conduce a la liberacion de dioxido de
carbono, agua y nitrogeno. Los gases se pasan sobre columnas especiales que absorben
el dioxido de carbono y agua. Una columna que contiene un detector de conductividad
térmica a la final se utiliza entonces para separar el nitrogeno a partir de cualquier
dioxido de carbono residual y el agua y el contenido de nitrégeno restante se mide
(Ramirez, 2015)

2.2.7.2 Método Bradford

El método Bradford es un método colorimétrico que se usa para la cuantificacion de

proteinas totales. Cuando el colorante de coomassie se une a la proteina en un medio
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acido, se produce un cambio inmediato en el maximo de absorcion de 465 nm a 595

nm con un cambio de color concomitante de marrén a azul (Rivera, 2020).

Cada uno de los métodos de ensayo de proteinas totales cominmente usados, exhibe
algin grado de respuesta variable hacia diferentes proteinas. Estas diferencias se
relacionan con la secuencia de aminoacidos, el punto isoeléctrico, la estructura y la
presencia de ciertas cadenas laterales o grupos protésicos que pueden alterar
drasticamente la respuesta de color de la proteina

2.2.7.3 Método BCA

El método de &cido bicinconinico (BCA) se basa en la deteccion y cuantificacion
colorimétrica de proteinas totales, este método combina la reduccion del Cu+2 a Cu+1
en medio alcalino (reaccion de Biuret) con la deteccion selectiva del cation Cu+1
utilizando el &cido bicinconinico. El producto de la reaccion tiene un color purpura
formado por el complejo de BCA con un ion Cu+1. EI complejo hidrosoluble absorbe
a 562 nm de manera lineal con el incremento de proteina en un rango de 20 pg/ml -
2000 pg/ml. Este método reporta la estructura macromolecular, el numero de enlaces
peptidicos y la presencia de aminoacidos particulares (cisteina, cistina, triptofano y
tirosina), son los responsables de la dar inicio a la reaccion. La concentracion de
proteinas se determina a partir de una curva de calibracion construida con una proteina
de referencia de concentracion conocida (ej. albumina de suero bovino). A partir de
esta curva se determina la concentracion de la muestra de proteina incdgnita
(Universidad de Quilmes, 2010).

2.2.8 Digestibilidad de las proteinas
El organismo humano ha desarrollado un sistema complejo para descomponer los

alimentos y extraer los nutrientes que necesita para mantener la salud. Se ha

desarrollado la aplicacién de modelos in vitro que simulan condiciones que suceden en
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los procesos in vivo en el organismo humano como es el caso de la digestibilidad

gastrointestinal (Carrillo, 2014).

Los métodos in vitro que simulan procesos de digestion se utilizan ampliamente para
estudiar el comportamiento gastrointestinal de alimentos o productos farmacéuticos.
Aunque los estudios nutricionales humanos todavia se estan considerado el “estandar
de oro", los métodos in vitro tienen la ventaja de ser mas rapido, menos costoso, menos

laborioso y no tiene restricciones éticas (Minekus et al., 2014).

Los métodos de digestion simulada generalmente incluyen la digestion bucal, gastrica
y duodenal géastrica. Estos métodos tratan de imitar condiciones fisioldgicas del ser
humano, teniendo en cuenta la presencia de enzimas digestivas y sus concentraciones,
pH, tiempo de digestion y concentraciones de sal, entre otros factores (Ménard et al.,
2014).

2.2.9 Caracterizacion de las proteinas por Electroforesis

La técnica de la electroforesis en gel de acrilamida permite la separacion de una mezcla
de proteinas segun su peso molecular y es la técnica de entrada para la realizacion de
la purificacion de proteinas para su analisis por espectrometria de masas. Su
fundamento fisico tiene cierta complejidad, por lo que aqui mostraremos una version
(Menor, 2019).

Segun el método desarrollado por Ulrich Laemmli en los afios 1960 a 1970, la
electroforesis se basa en la separacién de proteinas por un campo eléctrico. Para ello
se necesita dos fuerzas opuestas: el campo eléctrico que va a provocar la movilidad de
la proteina en base a su carga, y un soporte solido que va a retener la proteina en base
a su interaccion debido al tamafio. La base de la técnica (Electroforesis en
poliacrilamida en presencia de dudocil sulfato de sodio) SDS-PAGE es hacer que el
movimiento de la proteina en el soporte sélido (gel) por accidn del campo eléctrico sea

exclusivamente proporcional a su peso molecular (Laemmli, 1970).
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2.2.10 Actividades Bioldgicas

Las proteinas funcionales como los péptidos bioactivos, ademas de su papel nutricional
por ser fuente de aminoécidos, son capaces de ejercer diferentes efectos bioldgicos
especificos sobre el sistema cardiovascular, el sistema inmune o el tracto
gastrointestinal (Martinez & Martinez , 2006). Varios péptidos y proteinas han sido
propuestos para el tratamiento de enfermedades dentales, la diarrea, mala absorcién de
minerales, la hipertension, la trombosis, o de inmunodeficiencias (Rutherfurd &
Moughan, 2005).

2.2.10.1 Actividad antioxidante

La presencia de antioxidantes naturales en los alimentos se ve asociados con la salud,
el consumo de una amplia variedad de vegetales y productos derivados de origen
animal como harinas, proporcionan una amplia variedad de fitoquimicos y actividad
antioxidante que han demostrado tener beneficios para la salud. Los antioxidantes
naturales ademas, de proteger el sistema bioldgico del consumidor también protegen la

calidad de los alimentos (Bingcan & Minwei, 2018).

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio en la produccion de sustancias
nocivas en el organismo y la produccion de sustancias antioxidantes. El estrés oxidativo
es reconocido como una causa importante de una variedad de enfermedades
degenerativas como la enfermedad de parkinson y la artritis. Los radicales libres
comunes producidos en el cuerpo se denominan sustancias reactivas de oxigeno
(Carrillo et al., 2018).

Los compuestos fendlicos naturales se encuentran predominantemente en el reino
vegetal, sin embargo, importantes estudios han determinado la presencia de estos
compuestos en proteinas de origen animal como en el huevo y la leche. La vitamina E
o a-tocoferol es un fenol necesario en la dieta de los seres humanos. Los compuestos

fenolicos inhiben principalmente la oxidacion de lipidos a través de la eliminacion de
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los radicales libres y transformacion de radicales fendlicos resultantes en una forma de

baja energia que no promueve la oxidacion (Bingcan & Minwei, 2018).

Zielinska et al (2016) establecen que el consumo de insectos puede enriquecer la dieta
humana en nutrientes, pero también en componentes bioactivos, por ejemplo, péptidos
biol6gicamente activos obtenidos de productos alimenticios como resultado de la
digestion de proteinas. Los compuestos antioxidantes en los alimentos juegan un papel
importante como sustancias protectoras contra los radicales libres, por ejemplo, las

especies reactivas del oxigeno (ROS).

2.2.10.2 Actividad antiinflamatoria

Bouhlali et al (2016) define al proceso de la inflamacién como una respuesta de
proteccion del sistema inmunoldgico del cuerpo, que se da en los tejidos vasculares
contra estimulos dafiinos como patdgenos, dafio celular e irritantes. La inflamacion
cronica generalmente se asocia con el aumento en la produccion de especies reactivas
de nitrégeno y oxigeno, provocando un estres oxidativo iniciado por un desequilibrio
entre las especies reactivas de oxigeno y la defensa del sistema biologico capaz de

eliminar estos radicales libres.

La respuesta inflamatoria se compone por diferentes procesos como una serie compleja
de activacion enzimatica, liberacion de mediadores, migracion celular, descomposicién
y reparacion de tejidos. Estas respuestas estan dirigidas a la defensa del huésped y

generalmente se activan en la mayoria de las enfermedades (Jemal et al., 2017).

Las prostaglandinas y otros eicosanoides son metabolitos oxigenados de ciertos acidos
grasos poliinsaturados. Recientes trabajos han revelado la presencia y acciones
bioldgicas de los eicosanoides en insectos y muchos otros animales invertebrados. En
insectos, los eicosanoides median la inmunidad celular al desafio microbiano y
metazoario, también actlan en la fase reproductiva de insectos, en fisiologia del
transporte de iones y en la respuesta febril a infeccion, asi como en la exocitosis de

proteinas en las glandulas salivales de las garrapatas (Stanley, 2006)
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2.3 Fundamentacién del estado del arte

Diversos estudios realizados acerca de la composicion nutricional de los insectos como
es el caso de grillo han permitido determinar que los insectos son nutritivos y seguros
para el consumo humano pudiendo aliviar el miedo a la entomofagia y reduciendo la

dependencia excesiva de las proteinas animales convencionales.

Estudios realizados por Montowska et al (2019) determinaron la composicion
nutricional de la harina de grillo, la misma que posee en proteinas (42,00 % a 45,80 %
de materia seca) y grasas (23,60 % a 29,10 % de materia seca). En términos de
contenido mineral establecieron que son ricos en Ca, Mg, Fe, Cu, Mn y Zn

presentandose los 3 ultimos minerales en mayor abundancia.

Por otra parte, estudios realizados por Vera (2020), determino que la harina de grillo
comun (Gryllus assimilis) posee un porcentaje de grasa total del 20 %, constituyendo
el 10 % de grasa saturada, resaltando el &cido palmitico; mientras que el otro 10 %
constituyen grasas insaturadas como acido oleico y linoleico. El porcentaje de proteina
cuantificado fué de 50 %, permitiendo establecer su utilidad en la elaboracion de
formulaciones nutritivas para el ser humano. Soares et al (2018) en su estudio realizado
acerca de la composicion nutricional de los insectos Gryllus assimilis y Zophobas
morio, determinaron para proteina 65,52 (g/100 g), lipidos 21,80 (g/100 @),
carbohidratos 8,60 (g/100 g) y cenizas 4,08 (g/100 g),

Florence et al (2018) realizaron estudios in vivo de la calidad de la proteina de cuatro
especies de insectos comestibles autdctonos en Nigeria, la especie de grillo (Gryllus
assimilis), alcanz6 valores de eficiencia proteica de 1,78, proteina neta 3,04,
digestibilidad proteica 80,82 %, utilizacion neta de proteina 75,20 % y valor bioldgico
93,02 %. Resultados que permitieron destacar su alto valor nutricional y su seguridad
alimentaria. Ademas, encontraron en los insectos analizados un contenido de 20
aminoacidos naturales, por lo que establecen ser fuentes de aminoacidos esenciales y

no esenciales. EI aminoacido esencial mas abundante identificado fue la treonina en
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grillo (10,60 £ 0,05 g/100 g), y el aminoacido no esencial méas abundante fue el &cido
glutamico (13,00 £ 0,20 g/100 g).

El indice de eficiencia proteica (IEP) es un reflejo de la digestibilidad de las proteinas
y la biodisponibilidad de los aminoécidos de una proteina (Nielsen, 2002). Los
resultados obtenidos para el IEP de los insectos mostraron que los grillos pueden tener
un valor nutricional mas alto en comparacion con la oruga polilla y las termitas. El
valor de IEP mas alto para los grillos en comparacidn con la caseina es similar a los
estudios realizados por de Ekpo (2011) que también descubrié que Rhynchophorus
phoenicis tenia un IEP mas alto que la caseina. Esto sugiere que los grillos pueden ser

una buena fuente de proteina de alta calidad.

Con lo que respecta a la relevancia industrial, se considera el aumento de la poblacién
mundial y los escasos recursos hidricos y terrestres por lo que es importante encontrar
formas nuevas y sostenibles de producir alimentos. Los insectos comestibles son
interesantes por su alto contenido en proteinas y menores impactos ambientales en
comparacion con la ganaderia tradicional. Desde este punto de vista Machado &
Silveira (2019) evaluaron el uso de polvo de grillo como fuente de proteina para la
produccion de pan sin gluten en comparacion con otras dos fuentes de proteinas (trigo
y lenteja), los resultados confirman que el enriquecimiento con polvo de grillo puede
conducir a la produccion de pan sin gluten con propiedades tecnoldgicas aceptables y
alto contenido proteico contenido. El polvo de grillo (Gryllus assimilis) present6 alto

contenido de agua y capacidad de retencion de aceite.

Mudltiples estudios informan sobre el valor nutricional y actividades biolégicas que los
insectos pueden proporcionar al organismo humano, especialmente moléculas
bioactivas con propiedades antioxidantes y antiinfamatorias. Schmidt et a (2019),
determinaron en su estudio el contenido de vitamina B2 en cuatro especies de insectos
comestibles por la técnica de cromatografia liquida de ultra alta resolucion, en grillo
encontraron 0.84 pg/100 g de Vitamina Bi2 pudiendo ser ésta una de las moleculas

responsable de la actividad antioxidante.
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CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Metodologia

3.1.1 Obtencidn de la materia prima

Se adquirieron grillos deshidratados en la Granja SARGRILLO ubicada en la ciudad
de Quito, provincia de Pichincha. En el laboratorio de preparacion de muestras de la
Universidad Estatal de Bolivar se procedié a moler la muestra en un molino marca
Retsch, modelo Cyclone Twister, obteniendo como producto final harina de grillo

(Gryllus assimilis).

3.1.2 Analisis proximal de la harina de grillo (Gryllus assimilis)

Se realizé el andlisis proximal para la harina obtenida de grillo basandose en los
métodos oficiales AOAC e INEN. Se determin0 el contenido de proteina, grasa, fibra
cruda, cenizas, humedad y carbohidratos, este Gltimo se obtuvo mediante calculo

matematico.

3.1.2.1 Determinacion de Proteina (Método Dumas)

El contenido de proteina de la harina de grillo se determiné por la metodologia Dumas,
se empled un equipo marca ELEMENTAR, modelo Vario Macro cube. Una vez
encendido el equipo se verificO que cumpla con todos los Test de control para
garantizar su correcto funcionamiento. Primero se realizo la calibracion del equipo con
estandar Sulfamida. Para la corrida de las muestras se procedio a elaborar pequefios
pellets que contenian aproximadamente 20 mg de muestra seca en una capsula de
aluminio. Los pellets fueron colocados en el automuestreador y mediante la
transformacion de todas las formas de nitrégeno en N gaseoso por calcinacion, con
ayuda de Helio y Oxigeno y su determinacion por conductividad térmica se obtuvo el

porcentaje de nitrégeno (% N) de las muestras (Sweeney & Rexroad, 1987). El ensayo
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se realizé por triplicado, se calcul6 el porcentaje de proteina (% Proteina) mediante la

siguiente ecuacion.
% Proteina=F *% N
Ec. 1
Donde:
F= Factor de conversion de proteina (6,25)
% N= Porcentaje de nitrdgeno
3.1.2.2 Andlisis de humedad (AOAC 925.10)
El analisis de humedad de la harina de grillo se realiz6é siguiendo el método oficial
AOAC 925.10 (AOAC & Horwitz, 2005).

En una capsula tarada se pesaron aproximadamente 3 g de muestra, se coloco la capsula
en la estufa durante 1 hora a 130 + 3 °C. Terminado el tiempo de secado, se colocd la
capsula en el desecador y se realizo el pesado de la capsula que contenia la muestra a
temperatura ambiente. Se reporté la pérdida de peso como porcentaje de humedad (%

Humedad). El ensayo se realiz6 por triplicado.

((my + my) —my) .
my

% Humedad = 100

Ec. 2
Donde:
m1 = Masa muestra
m2 = Peso recipiente vacio

m3 = Peso recipiente + muestra seca
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3.1.2.3 Anadlisis de cenizas (AOAC 923.03)

El analisis de cenizas de la harina de grillo se realizé siguiendo el método oficial AOAC
923.03 (AOAC & Horwitz, 2005).

Se pesd 1 g de muestra en un crisol previamente tarado, se colocé el crisol mas la
muestra a la mufla a 550 °C £ 15 °C hasta obtener cenizas de un color gris claro o hasta
que el peso sea constante. El crisol se enfrié en el desecador hasta que alcanzd una
temperatura ambiente, se pesé y registrd el valor. El ensayo se realiz6 por triplicado y
se report6 el valor como % Cenizas.

(m3 —my)

% Cenizas = * 100

my

Ec. 3
Donde:
m1 = Masa muestra
m2 = Peso recipiente vacio
m3 = Peso recipiente + muestra calcinada
3.1.2.4 Determinacion de grasa (INEN 523)
La determinacion del contenido de grasa de la harina de grillo se realiz6 utilizando el
equipo de Soxhlet.

Se pesaron 5 g de muestra seca en un cartucho de extraccion y se registrd su peso, se
colocaron 60 mL de hexano en un caso previamente tarado. Los cartuchos que
contenian la muestra fueron colocados en el equipo Soxhlet al igual que los casos con
hexano. Una vez preparado el equipo de extraccion se procedié a colocar la temperatura
de 60 °C y un tiempo de extraccion de 8 horas. Transcurrido este tiempo, se apagoé el

equipo Soxhlety se sacé los cartuchos que contenian la muestra desengrasada, los casos
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que contenia la grasa extraida fueron colocados en la estufa para que los residuos de

hexano se evaporen. Finalmente se pesaron los casos que contenian el extracto de grasa.

El ensayo se realizo por triplicado y se reporto el valor como % Grasa.

2

m; —m
% Grasa =Tl*100

Ec.4
Donde:
m= Peso de la muestra seca (g)
m1= Peso del caso vacio (g)
m2= Peso del caso mas la grasa extraida (g)

3.1.2.5 Determinacion de fibra cruda (INEN 522)

Se pesaron aproximadamente 2 g de la muestra desengrasada en un crisol para
extraccion de fibra. Se coloco en el equipo extractor de fibra 200 ml de solucion
hirviendo de 0,25 N de acido sulfurico. Se dejé hervir el crisol con la muestra y la
solucion de &cido sulfurico durante 30 min. A través del equipo extractor de fibra se
filtré la solucién de acido sulfurico, se colocaron 1000 ml de agua destilada caliente,
para realizar el proceso de lavado de la muestra. Se agregaron 200 ml de solucion 0,31
N de hidroxido de sodio hirviente en el equipo extractor de fibra y se dejé en ebullicion
durante 30 min. Nuevamente se filtr6 el hidroxido de sodio y se fue lavando el residuo
con 250 ml de la solucién 0,25 N de &cido sulfurico hirviente y luego con agua destilada

hirviente, hasta que las aguas de lavado no den reaccion alcalina.

El residuo fue transferido a un al crisol previamente pesado y se mantuvo en la estufa
a 130 + 2 °C por el tiempo de dos horas. Luego se transfirio al desecador y se dejo
enfriar a temperatura ambiente y registré su peso, se coloco el crisol con la muestra

seca en la mufla y se procedio a incinerar a una temperatura de 500 = 50 °C, por el
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tiempo de 30 min; se dejo enfriar en un desecador y se tomd su peso final. Finalmente,

el porcentaje de fibra cruda se obtuvo mediante el siguiente célculo:

% Fibra cruda = (ml_mZ);l(mrm‘*) X100

EcS

Donde:

m= Masa de la muestra desengrasada y seca (g)

m1= Masa del crisol conteniendo fibra seca (g)

m>= Masa del crisol conteniendo muestra incinerada (g)

ms= Masa del crisol de la muestra blanco (Q)

m4= Masa del crisol de la muestra blanco incinerado (g)

3.1.3 Obtencidn de aislados proteicos de harina de grillo (Gryllus assimilis)

La extraccion de las proteinas de harina de grillo se realizd por su punto isoeléctrico,

siguiendo el método descrito por (Martinez & Afion, 1996).

La relacion de trabajo harina: solvente fue 1:10 (P/V), la mezcla se agit6 durante 30
min, 400 RPM y a temperatura ambiente. Durante la agitacion se ajusto el pH a 10.00
con NaOH 2N. Para la medicion del pH se utiliz6 un potenciometro marca HANNA
modelo H1 2221. Las proteinas solubilizadas se centrifugaron a 5 °C, 4500 RPM por
30 min, utilizando una centrifuga marca Eppendorf. Una vez centrifugada la muestra,
se utilizo el sobrenadante para precipitar la parte proteica, empleando HCI 2N hasta
alcanzar un pH de 3.0, se repitieron los procesos de agitacion y centrifugacion
anteriormente descritos. Finalmente, el precipitado obtenido fue colocado en un frasco
de liofilizacion y mantenido a temperatura de -80 °C durante 72 horas en un

ultracongelador marca PANASONIC para su posterior liofilizacién en un equipo
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CHRIST modelo Alpha 1- 4 LDplus. Los aislados proteicos liofilizados se conservaron

a temperatura de -20 °C para su posterior analisis.

Para la determinacion del punto isoeléctrico de las proteinas contenidas en la harina de
grillo se aplicd un disefio experimental A*B. En donde se tuvo 2 factores de estudios:
pH de solubilizacién y pH de precipitacion de las proteinas.

Tabla 3. Disefio factorial A*B completamente azar

Factor A: pH de solubilizacion Factor B: pH de precipitacion
ao: 10.00 bo: 3.00
ai: 12.00 b:: 4.00
b2: 5.00
bs: 6.00

Fuente: Quinteros (2021).

Como resultado de la aplicacion de este disefio experimental se obtuvo el porcentaje

de rendimiento (% rendimiento) de los aislados proteicos de grillo de cada tratamiento.

3.1.4 Cuantificacion de proteina de los aislados proteicos de harina de grillo

El contenido de proteina de cada aislado proteico obtenido a partir de la harina de grillo

se realiz6 mediante la aplicacion de tres métodos: Dumas, BCA y Bradford.

3.1.41  Método de BCA

Para la cuantificacion de proteina de los aislados proteicos se empled un Kit de ensayo
de BCA marca SIGMA-ALDRICH, utilizando como proteina estandar albumina de
suero bovino (BSA) para la elaboracién de la curva de calibracion, se trabajo en un

rango de concentracion de 200 ug/ml a 1000 ug/ml.

Se pesaron 10 mg de proteina liofilizada y se afiadieron 1000 ul de agua destilada. Se
tomaron 50 ul de la muestra diluida para ser mezcladas con 1000 ul de solucion BCA,
para el blanco se utiliz6 agua destilada. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 30

min. La absorbancia fue medida a una longitud de onda de 562 nm en un

27



espectrofotometro UV-Vis NANODROP marca Thermo Scientific. Los resultados

fueron expresados en mg proteina/g muestra.

3.1.4.2 Meétodo Bradford

Se utiliz6 un Kit de ensayo Bradford Coomassie Plus marca Thermo Scientific,
utilizando como estandar de proteina albumina de suero bovino (BSA). La curva de
calibracién se trabajé en una concentracion de 125 ug/ml a 1500 ug/ml, se trabajo por
triplicado y los resultados fueron expresados en mg proteina/g muestra.

Se pesaron 10 mg de proteina liofilizada y se afiadieron 1000 ul de agua destilada. Se
tomaron 50 ul y se mezclaron con 1500 ul de solucion Coomassie Blue, para el blanco
se utilizo agua destilada. Las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente por 10
min. Para la medida de la absorbancia se emple6 una longitud de onda de 595 nm
utilizando un espectrofotometro NANODROP UV-Vis.

3.1.5 Evaluacion de las propiedades funcionales de las proteinas

Las propiedades funcionales de las proteinas se evaluaron bajo el estudio de la
solubilidad de proteina, capacidad de absorcion de agua y capacidad de absorcion de

aceite.

3.1.5.1  Solubilidad proteica

Para el analisis de solubilidad de proteina se empleo el kit de ensayo de BCA (&cido
bicinconinico) SIGMA ALDRICH y se sigui6 el método descrito por (Jarpa-Parra, et
al., 2014).

Las muestras fueron preparadas a una concentracion de 5 mg/ml y el pH de las
suspensiones fueron ajustadas a 3.0, 6.0, 9.0 y 12.0, usando soluciones de NaOH 2N y
HCI 2N. Las suspensiones se agitaron durante 1 h y fueron centrifugadas a 10000 RPM

por 10 min, el contenido de proteina en el sobrenadante fué determinado con el Kit de
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ensayo de BCA, teniendo como estandar albimina de suero bovino. Las absorbancias
de las muestras se midieron a una longitud de onda de 562 nm y el contenido de proteina

soluble se expres6 como el porcentaje de proteina presente en la muestra.

3.1.5.2  Capacidad de absorcién de agua

La determinacién de la capacidad de absorcién de agua en los aislados proteicos de
harina de grillo se realizé mediante la metodologia descrita por (Pazmifio et al., 2018).

Los aislados proteicos fueron disueltos en agua destilada en una relacion 1:10 (P: V),
las soluciones se homogeneizaron en un vortex por 30 s, cada 10 min por 5 tiempos,
una vez homogeneizadas las muestras se centrifugaron a 4000 g por 20 min. Se drend
el sobrenadante de los tubos centrifugados considerando un angulo de 45° durante 10
min, el precipitado retenido se pesd en una balanza analitica. La capacidad de
absorcion de agua se calculo como el contenido de agua absorbido por el peso de la

muestra de proteina.

3.1.56.3  Capacidad de absorcién de aceite

La capacidad de absorcion de aceite de los aislados proteicos de grillo se determind

siguiendo la metodologia descrita por Pazmifio et al (2018) con modificaciones.

Los aislados proteicos fueron preparados a una concentracion de 1 mg/10 ml de aceite
de oliva, las soluciones se mezclaron en un vortex por 1 min, cada 5 min durante un
tiempo total de 30 min. Las muestras fueron centrifugadas a 2000 g por 15 min. Se
dreno el aceite de los tubos centrifugados considerando un angulo de 45° durante 10
min, una vez retenido el precipitado éste se pesé en una balanza analitica. La capacidad
de absorcion de aceite se expresé como el contenido de aceite absorbido por gramo de

muestra proteica.
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3.1.6 Caracterizacion de las proteinas de grillo por la técnica de Electroforesis
SDS-PAGE

Las proteinas se caracterizaron mediante la técnica analitica de electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) en condiciones
desnaturalizantes utilizando el método descrito por Laemmli (1970) con
modificaciones. Los reactivos y equipos utilizados en esta técnica fueron de marca
BIO-RAD, se utiliz6 como estandar una mezcla de proteinas de pesos moleculares
conocidos (2 kDa a 250 kDa).

Preparacion de la muestra

Se prepard una solucion de proteina a una concentracion de 10 mg/ml y se centrifugo
a 10000 RPM, 5 °C durante 1 min. Se tomaron 100 uL de la muestra centrifugada y se
mezclo con 200 ul de buffer de muestra. La solucion fue sometida a 90 °C por 5 min.

Separacion electroforética

Se prepard un gel separador (12 % acrilamida) y un gel concentrador (4 % acrilamida)
de 1 mm de espesor cada uno, utilizando los reactivos de electroforesis en las
cantidades sugeridas por el método estandar. Primero se coloco el gel separador y una
vez gelificado se colocd el gel concentrador al cual se le afiadieron unos peines para
formar los pocillos durante el proceso de gelificacion. Los geles fueron trasladados a
la camara de electroforesis y se inyect6 20 ul de muestra y estandar en cada pocillo. La

camara se llen6 con buffer running y se realizo la corrida a 200 V durante 40 min.

Tincion y analisis del gel

Una vez terminado el proceso de electroforesis, los geles obtenidos fueron tefiidos con
azul de Coomassie R-250 durante 18 horas. Al transcurrir este tiempo se procedié a
destefiir los geles con una solucién metandlica. Los geles se colocaron en el equipo

fotodocumentador GELTOWER marca Analytik Jena y mediante el Software Vision
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Works se identificaron las bandas moleculares proteicas y se determinaron sus

respectivos pesos moleculares.

3.1.7 Simulacion de la digestibilidad gastrointestinal in vitro

Para el proceso de simulacién de la digestibilidad gastrointestinal in vitro se siguio la
metodologia descrita por Vilcacundo et al (2018) con modificaciones.

3.1.7.1  Digestion géstrica in vitro

Se trabajo con una concentracion de proteina de 10 mg/ml de agua destilada a la cual
se la afadio 1 ml de simulador de fluido gastrointestinal (NaCl 0,35 M), conteniendo
enzima pepsina de origen porcino marca SIGMA ALDRICH a una concentracion de
2000 U, la solucion fue ajustada a un pH de 2.0. Las muestras fueron incubadas a 37
°C por 2 h a 500 RPM en un termoagitador, una vez transcurrido el tiempo de
simulacion, se procedio a colocar 200 ul de NaHCOs 1 M en los tubos de reaccion,
estos se llevaron a 90 °C por 5 min con la finalidad de darle un STOP a la reaccion.
Los digeridos gastricos se congelaron a -20°C para su posterior andlisis, las muestras

se trabajaron por triplicado.

3.1.7.2  Digestion duodenal in vitro

Se tomd 1 ml del digerido gastrico y se mezcld con 1 ml de la solucién de enzima
pancreatina de origen porcino marca SIGMA ALDRICH preparada a una
concentracion de 100 U y ajustada el pH a 7.0. De la mezcla E:S se tomé 1 ml para ser
mezclados con 1 ml de simulador de fluido intestinal, las muestras fueron incubadas a
37 °C por 2 h a 500 RPM en un termoagitador. Finalmente, las muestras incubadas se
llevaron a 80 °C por 10 min. Los digeridos duodenales se congelaron a -20 °C para su

posterior analisis, las muestras se trabajaron por triplicado.

La evaluacién del grado de digestibilidad de las proteinas de grillo se realiz6 mediante

la aplicacion de la técnica de electroforesis SDS-PAGE.
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3.1.8 Determinacion de la actividad antioxidante in vitro de los aislados proteicos
de grillo (Gryllus assimilis).

La determinacion de la actividad antioxidante se hizo mediante los métodos: ABTS,
FRAP y DPPH, para lo cual se obtuvo extractos de cada una de las muestras.

3.18.1 Obtencion de extractos

Se pesaron 200 mg de proteina liofilizada en tubos de centrifuga y se afiadieron 5 ml
de solucidn extractora de metanol al 70 % y 0.1 % de &cido férmico. La mezcla se agito
durante 10 min y se ultrasonific6 por 10 min. Finalmente, las muestras fueron
centrifugadas durante 10 min a temperatura de 5 °C y 4500 RPM. Finalmente, el
sobrenadante obtenido despues de la centrifugacion fué colocado en un balon de aforo
de 25 ml. Se repitieron 3 veces mas los procesos de extraccion hasta que se logro
obtener los respectivos extractos proteicos. Estos fueron almacenados a 5 °C para su

posterior analisis.

3.1.8.2  Actividad antioxidante por el método ABTS

El método usado fue el descrito por Carrillo et al (2019) con modificaciones. Se preparo
la solucidn de trabajo ABTS mediante la mezcla de Buffer Tampon Fosfato de sodio
ajustado a pH 7.0, ABTS y persulfato de potasio marca SIGMA ALDRICH. Se
mezclaron 200 ul de extracto de muestra con 3800 ul de solucidn de trabajo. La muestra
fue agitada y mantenida en reposo durante 45 min en un lugar obscuro. La absorbancia
se midio a una longitud de onda de 734 nm empleando un espectrofotémetro UV-Vis.

Se us6 como blanco el Buffer Tampdn Fosfato de sodio.

La curva estandar de Trolox fue lineal entre 200 uM/ml a 500 uM/ml). Los resultados

se expresaron como mmol ET/g muestra.
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3.1.8.3  Actividad antioxidante por el método de poder antioxidante reductor
férrico (FRAP)

La determinacion de actividad antioxidante mediante el método FRAP se realiz6 bajo
el procedimiento establecido por Benzie & Strain (1996) con modificaciones.

Se preparé el reactivo FRAP mediante la mezcla de Buffer tampon acetato de sodio
300 mM ajustado a pH 3.6, TPTZ (tripiridil-triazina) 10 mM diluido en HCI 40 mM y
cloruro férrico hexahidratado 20 mM. Se mezclaron 900 pl de reactivo FRAP, 90 pul de
agua destilada y 30 ul de extracto de muestra. Para el blanco se utiliz6 solucién
extractora. Las muestras fueron incubadas a una temperatura de 37 °C por 30 min a
500 RPM, posteriormente se midio la absorbancia de las muestras a una longitud de
onda de 593 nm utilizando el espectrofotometro NANODROP Se us6 Trolox para
hacer la curva estandar, empleando concentraciones de 100 uM/ml a 500 uM/ml. Los

resultados se representaron como mmol ET/g de muestra.

3.1.8.4  Actividad antioxidante por el método de DPPH

Para el andlisis de actividad antioxidante por el método DPPH se utilizo el

procedimiento descrito por Brand et al (1995) con modificaciones.

Se prepar6 solucion DPPH 0.06 mM en metanol. Se tomaron 100 ul de extracto con
3900 ul de solucion de DPPH para su analisis. El blanco utilizado fue solucion
extractora. Se agitaron las muestras y se llevaron a reposo a un lugar obscuro durante
30 min, la absorbancia de las muestras fueron medidas a una longitud de onda de 515
nm. Como estandar para elaboracion de la curva de calibracion se emple6 Trolox en
un rango de concentracion de 200 uM/ml a 800 uM/ml. Los resultados de actividad
antioxidante se expresaron en mmol ET/g muestra y también en porcentaje de

actividad, para lo cual se empled la siguiente expresién matematica.
Abs control — Abs muestra

% Actividad = 1hs control * 100

Ec. 6
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3.1.9 Evaluacién de la actividad antiinflamatoria in vitro de los aislados
proteicos de grillo (Gryllus assimilis)

El método de evaluacién de la actividad antiinflamatoria de los aislados proteicos de
grillo se realiz6 mediante la consideracion del potencial de estabilizacion de la
membrana cuyo método ha sido descrito por Bouhlali et al (2016) con modificaciones.

3.1.9.1  Meétodo del potencial de estabilizacién de la membrana

Se prepar6 una solucién anticoagulante esterilizada que contenia acido citrico al 0.05
%, cloruro de sodio al 0,42 %, citrato de sodio al 0,80 % y dextrosa al 2 % en agua
destilada estéril. Se mezclo en proporcion 1:1 solucion anticoagulante con la sangre
extraida de voluntarios humanos sanos que no utilizaron ningun AINE durante quince
dias antes de la recogida de sangre. La mezcla fue centrifugada a 4000 RPM por 30
min a temperatura ambiente. La solucion de sangre resultante se desecho y el sedimento
celular se lavo con solucion salina isotonica (9 g/L) que se uso luego para preparar una

suspension que contenia un sedimento celular al 10 %.

La mezcla de reaccion contenia 1,0 ml de tampon fosfato, 1,0 ml de extracto de muestra
(20 mg/ml), 0,5 ml de suspension de sangre (10 %) y 2,0 ml de solucién salina
hipotonica (3,6 g/L). Las muestras fueron incubadas durante 30 min a 37 °C y después
centrifugadas a 10000 RPM por 10 min. El contenido de hemoglobina del sobrenadante

se midié mediante un espectrofotometro a 560 nm.

Los resultados se obtuvieron mediante la aplicacion de la ecuacién 7 y se expresaron

como porcentaje de proteccion (% PP).

%PP — 100_Absmuestra* 00

Abs control

Ec. 7
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3.2 Investigacion experimental

Se adquirieron grillos deshidratados en la Granja SARGRILLO ubicada en la ciudad
de Quito, provincia de Pichincha. Se aplicd un disefio experimental A*B, teniendo para
el factor A el pH de solubilizacion con 2 nivel de estudio: pH 10.0 y pH .120; y para el
factor B el pH de precipitacién con 4 niveles: pH 3.0, pH 4.0, pH 5.0 y pH 6.0. Por lo
tanto, se analizaron 8 tratamientos y los ensayos se trabajaron por triplicado. El analisis
estadistico se realizd6 mediante el paquete de Statgraphics Centurion XVI, version
16.1.03.
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CAPITULO IV. APLICACION Y/O VALIDACION DE LA PROPUESTA

4.1 Resultados y discusion

4.1.1 Anélisis proximal de la harina de grillo (Gryllus assimilis)

El ensayo proximal de la harina de grillo se realiz6 siguiendo los métodos oficiales de
andlisis AOAC (humedad y cenizas) y la normativa INEN para el caso de grasa y fibra
cruda. Para la determinacion de proteina se utilizé el método Dumas, en virtud de que
es un método ampliamente utilizado en los laboratorios que garantiza resultados
rapidos, facilidad de uso y seguridad. A menudo se considera una alternativa al método
clasico de Kjeldahl puesto que esta validado por organizaciones internacionales como
AOAC, ISO, entre otras. En la tabla 4 se pueden observar los resultados obtenidos de

cada parametro.

Tabla 4. Anélisis proximal de la harina de grillo (Gryllus assimilis).

Parémetro %
Proteina 65,40 + 2,25
Grasa 20,00 +1,94
Fibra 5,01+0,07
Cenizas 4,94+0,18
Humedad 3,50 + 0,05
Carbohidratos 1,15+ 0,06

Elaborado por: Quinteros (2021)

Los resultados muestran que la harina de grillo posee un alto contenido proteico con
un valor de 65,40 %, el contenido de grasa también fue alto con un valor de 20 %. Por
otro lado, el contenido de cenizas y humedad representan un valor bajo de 4,94 % y

3,50 % respectivamente.

Estos resultados son comparables con los obtenidos en un estudio realizado por Vera
(2020) de harina de grillo obtenida en la granja SARGRILLO, cuyo valor encontrado

fue de 50 % en proteina 'y 20 % en grasa. Asi también, Soares et al (2018) en su estudio
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realizado sobre la composicion nutricional de Gryllus assimilis determin6 un contenido
de proteina del 65,52 %. Estudios realizados por Montowska el al (2019) describen a
la harina de grillo como un ingrediente comestible de facil acceso que contiene entre
45 % a 70 % de proteina, 20 % a 30 % de lipidos, 5 % a 20 % de fibra'y 5 % de cenizas.

4.1.2 Obtencién de aislados proteicos de harina de grillo (Gryllus assimilis)

Los aislados proteicos de harina de grillo (Gryllus assimilis) fueron obtenidos por
precipitacion isoeléctrica, se determind el porcentaje de rendimiento de cada

tratamiento mostrandose en la tabla 5 los resultados de este parametro.

Tabla 5. Porcentaje de rendimiento de los aislados y concentrados proteicos de grillo (Gryllus
assimilis) a diferentes pHs.

pH solubilizz:lrcrigtrirgll—fr&izoi)recipitacic’)n & Rendim:ﬁrateztp;gr cada20g
10.0-3.0 33,92+1,53°
10.0-4.0 36,18 + 2,68°
10.0-5.0 32,28 + 6,05°
10.0-6.0 19,07 +4,90°
12.0-3.0 67,05 + 3,328
12.0-4.0 72,75+ 6,18%
12.0-5.0 67,77 +2,39°
12.0-6.0 11,56 +4,90°

Elaborado por: Quinteros (2021).

En la tabla 5 se observa que el tratamiento 12.0-4.0 tiene un rendimiento del 72,75 %
por cada 20 g de muestra, siendo superior a los porcentajes de rendimientos obtenidos
con el pH de solubilizacion de 10.0. Mediante el andlisis estadistico ANOVA se
establece que existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media del %
de rendimiento entre cada tratamiento y otro, con un nivel de confianza del 95,0 %.
Mediante la aplicacion de la prueba de comparacion multiple Tukey se identificd que

los tratamientos 12.0-3.0, 12.0-4.0 y 12.0-5.0 poseen porcentajes de rendimientos altos
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con valores similares, demostrando diferencia significativa con respecto a los otros

tratamientos.

Ademas, se aplicé un disefio factorial A*B que permitid identificar el mejor tratamiento
en base al pH de solubilizacion y precipitacion de la proteina de grillo. Los resultados
de rendimiento indican que los pHs 10.0 y 12.0 influyen directamente sobre los pHs de
precipitacion 3.0, 4.0, 5.0 y 6.0. Sin embargo, al denotar altos valores de rendimientos
con el pH 12.0 se establece que las proteinas contenidas en harina de grillo tienden a
solubilizar a pHs altamente alcalinos. Por otra parte, se pudo establecer que a pH 3.0,
pH 5.0 y especialmente a pH 4.0 las proteinas de grillo no poseen carga eléctrica siendo
incapaces de desplazarse en un campo eléctrico y por lo tanto tendiendo a precipitar.

La obtencidon de proteina extraida utilizando como solvente agua permite establecer la
existencia de proteinas solubles en agua. Estudios realizados anteriormente han
determinado que los grillos contienen una variedad compleja de proteinas de
solubilidad muy variables, siendo el 20 % de las proteinas solubles en agua, ya que la
fraccion insoluble en agua incluye una gran cantidad de proteinas musculares (Y et al.,
2013; Montowska et al., 2019). La solubilidad de las proteinas aumenta en condiciones
de pH alcalino con una alta fuerza ionica que permite la extraccion con rendimientos

potencialmente mayores (Hirsch et al., 2019).
4.1.3 Cuantificacion de proteina de los aislados proteicos de harina de grillo
El contenido de proteina en las diferentes muestras de aislados proteicos de harina de

grillo se determiné mediante tres métodos: Dumas, Bradford y BCA. Los resultados

obtenidos por cada método de ensayo se observan en la tabla 6.
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Tabla 6. Contenido de proteina en los aislados y concentrados de grillo (Gryllus assimilis) mediante

la aplicacion del método Dumas, Bradford y BCA.

Tratamientos . . )
pH Método Dumas Método Bradford Metodo BCA
solubilizacion-
pH de % Proteina mg proteina/g muestra mg proteina/g muestra
precipitacién
10.0-3.0 74,62 +0,76"¢ 91,07 +0,48° 521,97 + 3,272
10.0-4.0 77,42 +1,033P¢ 83,32 +£0,00° 202,41 +5,68f
10.0-5.0 77,13 £ 0,66°¢ 80,02 +0,83¢ 149,47 + 3,279
10.0-6.0 73,38 + 0,45°¢ 99,37 £ 0,96° 225,1 +5,68°
12.0-3.0 75,96 + 0,194 72,55 + 1,444 264,81 + 0,00¢
12.0-4.0 79,02 + 1,330 80,83 + 4,98° 334,77 £8,67°
12.0-5.0 79,42 +0,57° 34,68+ 1,26° 105,98 +5,67"
12.0-6.0 70,98 + 0,45 91,35 +0,95° 368,81 + 8,67°

Elaborado por: Quinteros (2021).

En la tabla 6 se reportan altos valores obtenidos del contenido de proteina de grillo
mediante la aplicacion de tres métodos de cuantificacion. Por el método Dumas los
tratamientos 12.0-4.0 y 12.0-5.0 presentan un valor aproximado de 80 % de contenido
de proteina, mientras que por el método Bradford se pudo determinar 99,37 mg
proteina/g muestra en el aislado a pH 10.0-6.0. Sin embargo, el aislado proteico que
mayor contenido de proteina presentd por el método BCA fue el 10.0-3.0, teniendo

como resultado 521,97 mg proteina/g muestra.

La diferencia de los valores de concentracion de proteina obtenidos por diferentes
métodos de cuantificacion se debe a la sensibilidad que presenta cada uno de ellos
frente a la capacidad que tienen las proteinas para formar derivados quimicos en el caso
del método BCA y Bradford, mientras que Dumas se basé en la combustion de la

muestra para la determinacién del porcentaje de nitrégeno.
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En el anélisis de ANOVA correspondiente al método Dumas, se pudo identificar al
valor-P de la prueba-F menor que 0,05, existiendo una diferencia estadisticamente
significativa entre la media del % de proteina entre un nivel de tratamiento y otro, con
un nivel del 95,0 % de confianza. La prueba de comparacion multiple Tukey arrojé
como resultado la existencia de diferencia significativa del tratamiento 12.0-6.0 con
relacion a los otros tratamientos. Mientras que, el resto de aislados proteicos no tienen

diferencia significativa entre si.

En el ensayo del método Bradford, se observd que el anélisis estadistico mediante
ANOVA presentd un valor-P de la prueba-F fue menor que 0,05, mostrando una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de mg proteina/g muestra entre
un nivel de tratamientos y otro, con un nivel del 95,00 % de confianza. Por otra parte,
la aplicacion de un procedimiento de comparacion multiple TUKEY determiné que el
aislado proteico 10.0-6.0 presenta diferencia significativa en concentracion de proteina
con respecto a los 7 tratamientos realizados. También, se puede establecer que las
medias son significativamente diferentes entre los aislados proteicos solubilizados a
pH 10.0 y 12.0.

Ademas, se puede identificar los resultados obtenidos de concentracion de proteina por
el método BCA, mediante el analisis estadistico realizado y la aplicacion de la prueba
de comparacion TUKEY se pudo identificar que entre los tratamientos existe
diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95,00 %,
siendo el aislado proteico 10.0-3.0 con mayor contenido proteico (521,97 %)
induciendo a establecer la presencia de cuatro aminoacidos especificos (triptofano,

cistina, cisteina y tirosina) en este aislado proteico de grillo.

4.1.4 Evaluacion de las propiedades funcionales de las proteinas

4.1.4.1 Solubilidad de la proteina
Los resultados del porcentaje de solubilidad (%), obtenidos de los aislados proteicos

de grillo se encuentran representados en el grafico 1y 2; y en las tablas 7 y 8.
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Gréfico 1. Porcentaje de solubilidad de la proteina (%) de los aislados proteicos ensayados a pH 10.0

de solubilizacion.

Elaborado por: Quinteros (2021)

Tabla 7. Porcentaje de solubilidad de la proteina (%) de los aislados proteicos ensayados a pH 10.0

de solubilizacion.

Aislados pH % Solubilidad
roteicos
3.00 21,02 +0,73°
6.00 16,88 + 0,81°
10030 =0 50,43 +1,79°
12.00 16,25 +1,73°
3.00 32,49 +1,12°
6.00 13,24+ 0,58
10040 |50 27,60 £ 0,25°
12.00 36,77 +2,05°
3.00 24,05 + 1,52°
6.00 6,05 + 0,53"
10.0-5.0 .60+ 1
9.00 36,60 +1,73°
12.00 29,68 + 1,76°
3.00 17,89 0,99
6.00 9,31 0,13
10060 = 28,55 +0,43°
12.00 35,21 +0,53°

Elaborado por: Quinteros (2021).
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Graéfico 2. Porcentaje de solubilidad de la proteina (%) de los aislados proteicos ensayados a pH 12.0

de solubilizacion.

Elaborado por: Quinteros (2021)

Tabla 8. Porcentaje de solubilidad de la proteina (%) de los aislados proteicos ensayados a pH 12.0

de solubilizacion.

Aislados Proteicos pH % Solubilidad
3.00 17,52 + 0,764

6.00 10,37 + 0,45°

12.0-3.0 9.00 44,18 + 0,94
12.00 41,30+ 1,14°

3.00 17,10 + 0,47¢

6.00 17,13 +0,37¢

12.0-4.0 9.00 45,88 + 0,38
12.00 50,98 + 1,76°

3.00 30,64 + 3,49°

6.00 10,87 +0,13°

12.0-5.0 9.00 50,22 + 0,382
12.00 50,68 + 2,55°

3.00 24,11 +£0,43°

6.00 13,89 + 0,92°¢

12.06.0 900 52,35 + 2,72°
12.00 53,49 + 1,75°

Elaborado por: Quinteros (2021).
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En los gréaficos 1y 2 se observa que la solubilidad de los aislados proteicos fue mayor
a pH &cidos y alcalinos, los porcentajes mas bajos fueron obtenidos a pH 6.0 cercanos
al pH neutro. Mediante el analisis estadistico realizado se pudo determinar que los pHs
9.0y 12.0 permitieron obtener porcentajes mas altos de solubilidad en cada tratamiento
aproximadamente 50 %, mientras que a pH 6.0 las muestras tendieron a bajar su
propiedad. Akpossan et al (2015) establecen que la solubilidad de las harinas u aislados
se atribuye al punto isoeléctrico de la proteina. Ademas, se puede establecer que a pHs
bajos los grupos carboxilo tienden a desplazarse hacia formas sindicalizadas,
reduciendo la afinidad de las proteinas por las moléculas de agua. Los cambios en el
pH también afectan la carga neta general de hidrolizados que influye en las fuerzas

repulsivas y atractivas.

Estadisticamente se puede identificar diferencia significativa en el porcentaje de
solubilidad entre las medias de un tratamiento con otro. La solubilidad de las proteinas
al verse afectada por el factor pH presentan distintos comportamientos en cada ensayo.
Se debe considerar que las proteinas globulares son solubles en agua debido a los
radicales (-R) libres de los aminoacidos que estan colocados en la superficie de la
proteina y que establecen enlaces por puente de Hidrdgeno con el agua haciendo que
su solubilidad aumente cuanto mayor sea el contenido de aminoacidos polares como
Glu, Asp, Lys, Arg, His, Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr ,GIny Asn (Hirsch., 2019).

Recientes estudios han demostrado que las proteinas aisladas de grillo presentan
excelente actividad emulsificante, capacidad de formacion de espuma y solubilidad
comparadas con las proteinas provenientes de las leguminosas (Zielinska et al., 2018;
Stone et al., 2019), por lo que este producto de grillo se estd utilizando para
complementar o reemplazar componentes ricos en proteinas en varios alimentos como
emulsiones de carne, pan y pasta (Kim et al., 2017; Osamani et al., 2017; Duda et al.,
2019).

Hall et al (2016) mencionan que las interacciones de proteina-agua influyen en la

funcionalidad de las proteinas de grillo, haciendo que la solubilidad sea un buen
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indicador para las aplicaciones industriales. En su estudio muestran la solubilidad de
las proteinas de cada ensayo en diferentes condiciones de pH, los ensayos fueron
significativamente (p <0.05) mas solubles en un amplio rango de pH en comparacion

con el control, llegando alcanzar hasta 92 % de solubilidad.

4.1.4.2 Capacidad de absorcion de agua

La determinacion del porcentaje de absorcién de agua fue otro pardmetro considerado
para la evaluacion de las propiedades funcionales de las proteinas. En la tabla 9 se

pueden observar los resultados obtenidos de este ensayo.

Tabla 9. Porcentaje de capacidad de absorcion de agua de los aislados proteicos de harina de grillo
(Gryllus assimilis) a diferentes pHs.

Tratamientos % Capacidad de absorcion de
pH solubilizacion-pH de precipitacién agua
10.0-3.0 29,76 +0,49°
10.0-4.0 25,11 +0,95°¢
10.0-5.0 25,29 + 3,23°¢
10.0-6.0 23,40+1,87°
12.0-3.0 41,25 +0,98°
12.0-4.0 28,92 + 1,58°¢
12.0-5.0 28,18 + 3,73°¢
12.0-6.0 27,66 + 0,28°¢

Elaborado por: Quinteros (2021)

Mediante la obtencion de los resultados se puede identificar que el tratamiento 12.0-
3.0 posee 41,25 % de capacidad de absorcidn de agua, mostrando un alto valor de esta
propiedad funcional frente a los demas tratamientos. Mediante el empleo de la prueba
de comparacién de Tukey se pudo identificar que los aislados proteicos 10.0-3.0 y 10.0-
6.0 presentan diferencia significativa con respecto a los otros aislados. Sin embargo, se
pudo notar que no existe diferencia significativa entre las medias de los tratamientos
10.0-4.0, 10.0-5.0, 12.0-4.0, 12.0-5.0 y 12.0-6.0.
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4.1.4.3 Capacidad de absorcion de aceite

Los resultados obtenidos del porcentaje de capacidad de absorcion de aceite de los
aislados proteicos de grillo a diferentes pHs se encuentran descritos en la tabla 10.

Tabla 10. Porcentaje de capacidad de absorcion de aceite de los aislados proteicos de grillo (Gryllus

assimilis) a diferentes pHs.

Tratamientos % Capacidad de absorcion
pH solubilizacion-pH de precipitacién de aceite
10.0-3.0 67,55 + 2,284
10.0-4.0 51,70 +1,62°
10.0-5.0 51,90 +1,72°
10.0-6.0 27,10+ 0,09*
12.0-3.0 59,03 +1,83¢
12.0-4.0 56,67 + 2,57
12.0-5.0 59,36 + 2,04¢
12.0-6.0 72,93 + 2,049

Elaborado por: Quinteros (2021)

El tratamiento 12.0-6.0 presenta un % de capacidad de absorcién de aceite aproximado
del 73 %, siendo el mejor tratamiento con respecto a esta propiedad funcional.
Mediante el analisis de varianza aplicado al ensayo realizado, se puede establecer que
existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de porcentaje de
capacidad de absorcion de aceite entre un nivel de tratamientos y otro, con un nivel del
95,0 % de confianza. Por otra parte, se realizd un procedimiento de comparacion
multiple denominado Tukey, con esta prueba se determind que los tratamientos 12.0-
3.0, 12.0-4.0 y 12.0-5.0 presentan valores de % de capacidad de absorcion de aceite
similares, al igual que los tratamientos 10.0-3.0 y 12.0-6.0. Mientras que la media
obtenida del el aislado proteicos 10.0-6.0 es significativamente diferente a las otras

muestras.
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4.1.5 Caracterizacion de las proteinas de grillo por la técnica de Electroforesis
SDS-PAGE

La caracterizacion de las proteinas de grillo se realizd mediante una separacion
molecular empleando la técnica de electroforesis en presencia de dudocil sultfato de
sodio en condiciones desnaturalizantes. En el grafico 3 se observan las bandas de
proteina de cada tratamiento ensayado, conjunto con un estandar de proteinas de un
rango de peso de 2 kDa a 250 kDa.

pH de extraccién de proteina de grillo

PM (kDa) ST 10.0-3.0 10.0-4.0 10.0-5.0 10.0-6.0 12.0-3.0 12.0-4.0 12.[J—5.0 12.0-6.0

250 :
150
100
75

50

37 i —— -
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Grafico 3. Caracterizacién proteica de grillo (Gryllus assimilis) por la técnica de Electroforesis SDS-
PAGE. Pocillo 1 (estandar de proteinas), pocillo 2 (10-3), pocillo 3 (10-4), pocillo 4 (10-5), pocillo 5
(10-6), pocillo 6 (12-3), pocillo 7 (12-4), pocillo 8 (12-5) y pocillo 9 (12-6).

Elaborado por: Quinteros (2021)

Las bandas de proteina de grillo fueron analizadas mediante el uso del

fotodocumentador y el software Vision Work. En el andlisis de caracterizacion de las
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proteinas de grillo se identificaron bandas proteicas de 250 kDa, 150 kDa, 75 kDa, 50
kDa y 37 kDa. Sin embargo, la banda de proteina correspondiente a un peso
aproximado de 45 kDa presenta mayor pronunciamiento con respecto a las demas, lo
que significa que esta proteina se puede encontrar en mayor cantidad en las muestras
de estudio. Por otro lado, la banda proteica correspondiente a 37 kDa no se puede
identificar en los tratamientos 10.0-6.0 y 12.0-6.0, debido a que el pH de precipitacion

utilizado no permite obtener proteinas con este peso molecular.

Ademas, se puede observar que los aislados proteicos de grillo extraidos a un pH de
solubilizacion de 12.0 y a pHs de precipitacion de 3.0, 4.0, 5.0 y 6.0 poseen proteinas
de bajo peso molecular que comprenden pesos moleculares entre 5 kDa a 10 kDa. Este
tipo de proteinas pertenecen al grupo de las albuminas.

Los grillos contienen una variedad compleja de proteinas de peso molecular muy
variable, proteinas de 20 kDa-35 kDa que aumentan en condiciones de pH alcalino con
alta fuerza ionica (Kim y col., 2017). Estudios realizados por Hall et al (2016)
realizaron geles en poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio y observaron varias

bandas que van desde menos de 212 kDa a 14,4 kDa en la proteina de grillo aislada.

4.1.6 Simulacidn de digestibilidad gastrointestinal in vitro

Las proteinas extraidas de la harina de grillo fueron sometidas a un proceso de hidrolisis
enzimatica simulando las condiciones fisioldgicas del estomago humano. Para el
ensayo de simulacién gastrointestinal se utiliz6 enzima pepsina y pancreatina. En el
gréfico 4 y 5 se pueden observar los resultados obtenidos de la caracterizacion proteica
de los digeridos gastricos (DG) y digeridos duodenales (DD) de los aislado proteico
obtenidos con un pH de solubilizacién de 10.0 y 12.0 con sus pHs de precipitacion de
3.0,4.0,5.0y6.0.
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Gréfico 4. Digestibilidad gastrointestinal in vitro de aislados proteicos de grillo (Gryllus assimilis)
solubilizados a pH 10.0 y precipitados a pHs 3.0, 4.0, 5.0 y 6.0.
Elaborado por: Quinteros (2021)

PM (kDa) ST DG12-3 DD12-3 DG12-4 DD12-4 DG12-5 DD12-5 DG12-6 DD12-6

Gréfico 5. Digestibilidad gastrointestinal in vitro de aislados proteicos de grillo (Gryllus assimilis)
solubilizados a pH 12.0 y precipitados a pHs 3.0, 4.0, 5.0 y 6.0.
Elaborado por: Quinteros (2021)
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En los geles obtenidos se observa que no existe presencia de bandas de proteinas,
determinado una digestibilidad total. Por lo tanto, se puede establecer que las proteinas
de las muestras analizadas fueron hidrolizadas completamente por las enzimas
utilizadas. Estos resultados obtenidos son comparables con los obtenido por Hall et al
(2016), en su investigacion demostraron que la mayoria de los ensayos de hidrolizados
de proteina de grillo no predominaban bandas de proteinas. Sin embargo, mostraron
una Unica banda predominante de bajo peso molecular de 14,40 kDa.

La digestibilidad de las proteinas esta directamente relacionada con la hidrolisis que
estas sufren, la hidrdlisis controlada utilizando enzimas comerciales, concentracién de
enzima adecuada, pH y temperatura son parametros fundamentales para su completa
degradacion. Hall et al (2016) en su estudio demostraron que la hidrélisis enzimatica
controlada de grillos enteros puede crear con éxito hidrolizados de proteinas con una
funcionalidad proteica mejorada. Ademas, mencionan que los insectos son una

alternativa viable por su alto valor nutritivo y sostenibilidad.

4.1.7 Determinacion de la actividad antioxidante in vitro de los aislados proteicos
de grillo (Gryllus assimilis).

En latabla 11 se observan los valores de actividad antioxidante in vitro, expresados en

mmol de trolox contenidos por gramo de aislado proteicos de harina de grillo obtenidos

a diferentes pHs de precipitacion.
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Tabla 11. Determinacion de la actividad antioxidante in vitro de los aislados proteicos de harina de
grillo (Gryllus assimilis) a diferentes pHs.

Tratagmentos ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

So'ugﬂzggié”' Método FRAP Método ABTS Método DPPH

precipitacion mmol ET/g muestra mmol ET/g muestra mmol ET/g muestra
10.0-3.0 65,15 + 0,86¢ 100,34 + 3,67° 68,01 +1,98°
10.0-4.0 70,03 + 2,59° 85,53 +1,02° 63,91 + 2,62°
10.0-5.0 39,83 +0,43° 61,35 + 0,51° 27,45 + 5,942
10.0-6.0 39,78 +1,79° 58,06 + 0,002 21,70 +7,11°
12.0-3.0 31,25+ 0,75 68,49 + 0,51° 22,23+ 1,78
12.0-4.0 34,22 +0,75° 69,04 + 0,51° 31,91 + 3,56°
12.0-5.0 28,06 + 0,43° 63,61 +1,76° 31,40 + 2,622
12.0-6.0 35,06 + 1,54° 124,30 + 1,82¢ 46,99 +1,77°

Elaborado por: Quinteros (2021)

Se determind mediante el método de FRAP, que la muestra 10.0-4.0 presenté mayor
actividad antioxidante de 70,03 mmol ET/g muestra, mientras que con el método ABTS
el tratamiento que mayor actividad antioxidante tuvo fue el 12.0-6.0 con un valor de
124,30 mmol ET/g muestra. Por otro lado, con el método DPPH se obtuvo 68,01 mmol
ET/g muestra para el tratamiento 10.0-3.0 y un porcentaje de actividad de 59,20 %. El
analisis de varianza obtenido mediante el paquete estadistico Statgraphics mostr6é que
la combinacién del pH de solubilizacion vs el pH de precipitacion son factores que
influyen en la actividad antioxidante de los aislados proteicos de grillo, mostrando

diferencia significativa entre los tratamientos.

Los altos valores obtenidos de actividad antioxidante de las proteinas de grillo se deben
a que los insectos poseen un sistema de enzimas antioxidantes y moléculas
antioxidantes de bajo peso molecular que de forma concatenada responden al ataque

de oxidantes dietéticos y producidos de forma enddgena. Enzimas antioxidantes como
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superoxido dismutasa, catalasa, glutation transferasa y glutation reductasa han sido
caracterizados en insectos (Felton & Summers, 1995).

Estudios realizados en harina proveniente de larvas de insectos como Hermetia illucens
han permitido obtener con éxito proteinas y/o hidrolizados con una mayor capacidad
antioxidante, se determinaron valores de 60 % a 85 % de actividad (Kumah et al.,
2019). Zielinska et al (2016) mediante su investigacion determinaron el potencial
antioxidante de los hidrolizados de insectos comestibles representados como la
actividad de eliminacién de radicales libres, la actividad quelante de iones y el poder
reductor. Por otro lado, Flores et al (2020) en su estudio publicado acerca de la
actividad antioxidante y antimicrobiana de insectos comestibles como la familia de los
(Tenebrionidae) comunmente conocidos como escarabajos, determinaron que las

proteinas extraidas presentan una alta actividad antioxidante.

4.1.8 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vitro de los aislados
proteicos de grillo (Gryllus assimilis)

Mediante la evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vitro, se determino que los

tratamientos con pH de precipitacion de 6.0 fueron los que alcanzaron un porcentaje de

proteccion mas alto, comparado con el obtenido por el patron diclofenaco monosaédico.
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Gréfico 6. Actividad antiinflamatoria in vitro de los aislados proteicos de harina de grillo (Gryllus
assimilis) a diferentes pHs de solubilizacion y precipitacion.

Elaborado por: Quinteros (2021)

El aislado proteico 10.0-6.0 presentd 93,55 % de proteccion, mientras que el
tratamiento 12.0-6.0 present6 93,15 % de proteccion, estos valores al ser comparados
con el obtenido por el patron (87,90 %) permiten establecer que las proteinas extraidas
de grillo tienen un porcentaje alto de proteccion frente al proceso de inflamacion al
igual que un farmaco antiinflamatorio estandar. Mediante el anélisis de varianza
aplicado al ensayo realizado, se puede establecer que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media del porcentaje de proteccidn entre un nivel

de tratamiento y otro, con un nivel del 95,0 % de confianza.
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4.2 Evaluacion de expertos

AVAL DEL EXPERTO

En calidad de Experto del Trabajo de Titulaciéon “Evaluacion de las actividades
bioldgicas in vitro de los aislados proteicos obtenidos a partir de la harina de
grillo (Gryllus assimilis)” propuesto por Quinteros Meneses Maria Fernanda, como
autora para optar por el titulo magister en Agroindustria mencion Tecnologia de
Alimentos.

CERTIFICO

Que dicho trabajo de investigacion cumple con los objetivos, metodologias y resultados
relacionados al tema propuesto, siendo una investigacion de buena calidad ya que se
logro obtener aislados proteicos de harina de grillo que presentan actividad

antioxidante y antiinflamatoria.

Ambato, 28 de octubre de 2021.

Atentamente,
? \l
e ﬂ'\ )
’L (0A DG [

Edgar Marcelo Vilcacundo Cl amorm)l’hl).c
CC: 1803015484

]
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4.3 Evaluacién de usuarios

AVAL DEL USUARIO

Yo, Roberto Carlos Moran en calidad de Ingeniero en Alimentos y como colaborador
del grupo de investigacion AGROBIOPROPEP, certifico que el Proyecto de Titulacion
con el “Evaluacion de las actividades biologicas in vitro de los aislados proteicos
obtenidos a partir de la harina de grillo (Gryllus assimilis)” propuesto por Quinteros
Meneses Maria Fernanda, estudiante del programa de Maestria en Agroindustria
mencién Tecnologia de Alimentos, paralelo “Unico”, cohorte 2020 de la Universidad
Técnica de Cotopaxi, asevero que dicho trabajo de investigacion ha sido realizado en
base a métodos estandarizados en los laboratorios de biologia molecular y preparacion
de muestras de la Universidad Estatal de Bolivar. Ademés, que cumple con los
objetivos, metodologias y resultados relacionados al tema propuesto, logrando obtener
aislados proteicos de harina de grillo que presentan actividad antioxidante y

antiinflamatoria.

Guaranda, 28 de octubre de 2021.

Atentamente,

B .

Ing. Roberto Carlos Moran Reascos
Técnico de laboratorio de la DIVIUEB
CC: 1725581175
0993204292
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

7
L X4

L)

Con la aplicacion de pHs alcalinos para la solubilizacién de las proteinas y pHs
acidos para su precipitacion se pudo obtener aislados proteicos de harina de
grillo, determinando que el tratamiento con mayor porcentaje de rendimiento
fue el 12.0-4.0 con un valor del 72,75 %.

Se aplicaron tres métodos de cuantificacion para la determinacién del contenido
de proteina de los aislados proteicos de harina de grillo, obteniendo valores
altos en los siguientes tratamientos:12.0-5.0 presentd 79,42 % de proteina
(Dumas), con el tratamiento 10.0-6.0 se obtuvo un valor de 99,37 mg de
proteina/g muestra (Bradford). Finalmente, con el tratamiento 10.0-3.0 se

determind un contenido de proteina de 521,97 mg de proteina/g muestra (BCA).

Se caracterizaron las proteinas de harina de grillo por electroforesis SDS —
PAGE, encontrando bandas de proteina de pesos moleculares entre 250 kDa a
37 kDa. Sin embargo, la banda de proteina correspondiente a un peso

aproximado de 45 kDa presenté mayor pronunciamiento.

La determinacién del porcentaje de solubilidad proteica, capacidad de
absorcion de agua y aceite permitieron evaluar las propiedades funcionales de
los aislados proteicos de harina de grillo. Los aislados proteicos 10.0-3.0 y 12.0-
4.0 permitieron obtener 50,43 % y 53,49 % de solubilidad respectivamente,
mientras que el tratamiento 12.0-3.0 present6 un % de capacidad de absorcion
de agua del 41,25 % vy el tratamiento 12.0-6.0 mostré un % de capacidad de

absorcion de aceite del 72,93 %.

55



R/
L X4

L)

Los aislados proteicos que presentaron un mayor porcentaje de actividad
antioxidante fueron los tratamientos 10.0-4.0, 12.0-6.0 y 10.0-3.0 con valores
70.03 mmol ET/g muestra (FRAP), 124,30 mmol ET/g muestra (ABTS) y 68.01
mmol ET/g muestra (DPPH) respectivamente. Por otro lado, en la
determinacion de la actividad antiinflamatoria el aislado proteico 10.0-6.0
presentd 93,55 % de proteccion, resultado que permite establecer que las
proteinas extraidas de grillo tienen un porcentaje alto de proteccion frente al

proceso de inflamacion.

Las proteinas de grillo (Gryllus assimilis) presentan actividad antioxidante y
antiinflamatoria lo que indica que se pueden emplear como ingrediente
funcional en la elaboracién de productos o a su vez podrian ser comercializados

como producto terminado.

5.2 Recomendaciones

*,

Se recomienda realizar un perfil de proteinas de harina de grillo mediante la
aplicacion de técnicas de separacion molecular como HPLC y UPLC-MSD.

Ademas, estudiar los aminoacidos que conforman estas proteinas.

Para sustentar los resultados obtenidos de la actividad antioxidante y
antiinflamatoria en aislados proteicos de harina de grillo se recomienda aplicar

modelos in vivo.

Se recomienda ampliar la investigacion con el estudio de actividad antioxidante
y antiinflamatoria en los hidrolizados obtenidos a partir de los aislados
proteicos de harina de grillo, con la finalidad de identificar cual de los dos
ingredientes funcionales seria el mas adecuado para incorporarlo en un

alimento, mejorando su valor nutricional y funcional.
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Si los grillos en estudio no son provenientes de granjas, se recomienda realizar
un estudio de citotoxidad de las proteinas debido a que su alimentacion no

controlada podria ejercer compuestos toxicos en su organismo.

Debido a los diferentes andlisis realizados en la presente investigacion, se
recomienda considerar el tipo de uso que se requiere dar a los aislados proteicos
de grillo, por ejemplo: si se desea elaborar un producto de panificacion se debe
considerar los resultados obtenidos de las propiedades funcionales de las
proteinas de grillo. Por otra parte, si se requiere fabricar un producto con
beneficios farmacéuticos, se deberia tomar en cuenta los resultados obtenidos
de las actividades bioldgicas, como antioxidante y antiiflamatoria aplicada en
este estudio, con el objetivo de obtener el principio activo de la muestra.
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CAPITULO VII. ANEXOS

Anexo A. Fotografias de la parte experimental realizada durante el estudio

Fotografia 1. Grillos deshidratados obtenidos
de la granja SARGRILLO.

Fotografia 2. Proteina liofilizada de harina de
grillo (Gryllus assimilis).

HELID  oxicenn

Fotografia 3. Cuantificacion del contenido de
proteina en harina de grillo por el método Dumas.

Fotografia 4. Determinacion del contenido de
grasa en harina de grillo. INEN 523.
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Fotografia 5. Cuantificacion del contenido de
proteina por métodos colorimétricos. Método
Bradford.

Fotografia 6. Evaluacion de las propiedades
funcionales de las proteinas. Capacidad de
absorcion de aceite.

Fotografia 7. Caracterizacion de la proteina de la
harina de grillo por la Técnica SDS-PAGE.

Fotografia 8. Determinacién de la actividad
antioxidante in vitro. Equipo espectrofotémetro
UV/Vis-NANODROP.

Fotografia 9. Preparacion de estdndares para
elaboracion de la curva de calibracién. Estandar
utilizado Trolox- Método DPPH.

Fotografia 10. Evaluacion de la actividad
antiinflamatoria in vitro de los aislados proteicos
de harina de grillo.
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Anexo B.

Datos obtenidos, analisis estadistico y respuestas experimentales del

anélisis proximal y rendimiento de proteina de la harina de grillo (Gryllus

assimilis).

Tabla 12. Resultados obtenidos del ensayo proximal realizado en la harina de grillo (Gryllus assimilis).

Ensayo R1 R2 R3 X ¢’
Proteina 66,44 66,938 62,813 65,40 2,25
Grasa 18,78 18,98 22,23 20,00 1,94
Fibra 5,08 4,94 5,02 5,01 0,07
Cenizas 4,73 5,03 5,05 4,94 0,18
Humedad 3,56 3,48 3,47 3,50 0,05
Carbohidratos
(Célculo) 1,41 0,63 1,42 1,15 0,45

Elaborado por: Quinteros (2021).

Tabla 13. Resultados obtenidos del % de rendimiento de la proteina extraida de harina de grillo (Gryllus

assimilis).
Muestras Peso inicial (g) | Peso Final (g) | Rendimiento (%) | % Rendimiento por cada
20 g muestra

10.0-3.0 5,0014 0,4243 8,48 33,92
5,0038 0,4251 8,50 33,96

5,0069 0,3922 7,83 31,29

10.0-4.0 5,0013 0,4832 9,66 38,64
5,0015 0,4575 9,15 36,58

5,0050 0,4174 8,34 33,33

10.0-5.0 5,0070 0,4125 8,24 32,91
5,0004 0,3244 6,49 25,95

5,0001 0,4750 9,50 38,00

10.0-6.0 5,0000 0,2774 5,55 22,19
5,0006 0,1678 3,36 13,42

5,0024 0,2703 5,40 21,60

12.0-3.0 5,0010 0,7911 15,82 63,26
5,0060 0,8573 17,13 68,42

5,0015 0,8689 17,37 69,47

12.0-4.0 5,0007 0,8936 17,87 71,47
5,0015 0,8420 16,83 67,32

5,0023 0,9943 19,88 79,47

12.0-5.0 5,0013 0,8726 17,45 69,77
5,0000 0,8140 16,28 65,12

5,0073 0,8577 17,13 68,42

12.0-6.0 5,0012 0,2153 4,30 17,22
5,0050 0,1113 2,22 8,89

5,0010 0,1074 2,15 8,59

Elaborado por: Quinteros (2021).
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Tabla 14. Resumen Estadistico para % Rendimiento de proteina por cada 20 g de muestra.

Tratamientos [Recuento |Promedio |Desviacion Estandar |Coeficiente de Variacién|Minimo |Maximo
10.0-3.0 3 33,0567 |1,53011 4,62875% 31,29 33,96
10.0-4.0 3 36,1833 |2,67713 7,3988% 33,33 38,64
10.0-5.0 3 32,2867 |6,04913 18,7357% 25,95 38,0
10.0-6.0 3 19,07 4,90193 25,7049% 13,42 22,19
12.0-3.0 3 67,05 3,32396 4,95743% 63,26 69,47
12.0-4.0 3 72,7533 16,17583 8,48872% 67,32 79,47
12.0-5.0 3 67,77 2,39217 3,52984% 65,12 69,77
12.0-6.0 3 11,5667 [4,89823 42,3478% 8,59 17,22
Total 24 42,4671 |22,8276 53,7537% 8,59 79,47
Elaborado por: Quinteros (2021).

Tabla 15. ANOVA para % Rendimiento por Tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P

Entre grupos |11687,3 7 11669,61 89,62 0,0000

Intra grupos | 298,068 16 [18,6292

Total (Corr.) [11985,3 23

Elaborado por: Quinteros (2021).

Tabla 16. Prueba de Multiple Rangos Tukey para % Rendimiento por Tratamientos

Tratamientos [Casos |Media |Grupos Homogéneos
12.0-6.0 3 11,5667 |X

10.0-6.0 3 19,07 X

10.0-5.0 3 32,2867 | X

10.0-3.0 3 33,0567 | X

10.0-4.0 3 36,1833 | X

12.0-3.0 3 67,05 X

12.0-5.0 3 67,77 X

12.0-4.0 3 72,7533 X

Elaborado por: Quinteros (2021).
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Anexo C. Datos obtenidos, andlisis estadistico y respuestas experimentales de la
cuantificacion de proteina de los aislados proteicos obtenidos a partir de harina
de grillo (Gryllus assimilis) por diferentes métodos.

Tabla 17. Datos obtenidos del % de nitrégeno y % de proteina por el método Dumas de los aislados
proteicos obtenidos a partir de harina de grillo.

Muestras Réplicas N (%) % P=F * %N
1 11,92 74,50
10.0-3.0 2 12,07 75,44
3 11,83 73,94
1 12,55 78,44
10.0-4.0 2 12,39 77,44
3 12,22 76,38
1 12,46 77,88
10.0-5.0 2 12,26 76,63
3 12,30 76,88
1 11,77 73,56
10.0-6.0 2 11,75 73,44
3 11,70 73,13
1 12,12 75,75
12.0-3.0 2 12,18 76,13
3 12,16 76,00
1 12,79 79,94
12.0-4.0 2 12,74 79,63
3 12,40 77,50
1 12,81 80,06
12.0-5.0 2 12,64 79,00
3 12,67 79,19
1 11,28 70,50
12.0-6.0 2 11,42 71,38
3 11,37 71,06

*F (factor de conversion) = 6,25
Elaborado por: Quinteros (2021).
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Tabla 18. Resumen Estadistico para el % de Proteina obtenido por el método Dumas.

Tratamientos |Recuento |Promedio [Desviacién Estandar | Coeficiente de Variacion|Minimo [Maximo
10.0-3.0 3 74,6267 |0,75798 1,0157% 73,94 75,44
10.0-4.0 3 77,42 1,03015 1,33059% 76,38 78,44
10.0-5.0 3 77,13 0,661438 0,857562% 76,63 77,88
10.0-6.0 3 73,3767 |0,221886 0,302393% 73,13 73,56
12.0-3.0 3 75,96 0,193132 0,254255% 75,75 76,13
12.0-4.0 3 79,0233 |1,32832 1,68092% 77,5 79,94
12.0-5.0 3 79,4167 |0,565184 0,71167% 79,0 80,06
12.0-6.0 3 70,98 0,445421 0,627531% 70,5 71,38
Total 24 75,9917 |2,82161 3,71306% 70,5 80,06

Elaborado por: Quinteros (2021).

Tabla 19. ANOVA para el % de Proteina por Tratamientos — Método Dumas.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos 174,23 7 124,8901 44,83 0,0000
Intra grupos  |8,88407 16 |0,555254

Total (Corr.) |183,115 23

Elaborado por: Quinteros (2021).

Tabla 20. Prueba de Multiple Rangos Tukey para % de Proteina por Tratamientos- Método Dumas.

Tratamientos |Casos |Media |Grupos Homogéneos
12.0-6.0 3 70,98 X
10.0-6.0 3 73,3767 | X
10.0-3.0 3 74,6267 | XX
12.0-3.0 3 75,96 XX
10.0-5.0 3 77,13 XX
10.0-4.0 3 77,42 XXX
12.0-4.0 3 79,0233 XX
12.0-5.0 3 79,4167 X
Elaborado por: Quinteros (2021).

2,5 =

2 1 y=0,0012x+0,1451 .
R?=0,9859
1,5 o

Abs

1000 1200 1400

Gréfico 7. Curva de calibrado de BSA (0 ug/mL a 1500 ug/mL) para cuantificacién del contenido de
proteina de aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo por el método Bradford.
Elaborado por: Quinteros (2021).
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Tabla 21. Datos obtenidos del anélisis de proteina por el método Bradford de los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo.

E)Arlgizidc(())i Réplicas | Abs A=595 nm Abs NEnTn? 3=595 ug/mL Peso muestra (9) VOI'(rEI):l;"dO FD ugrEL(;tsetlrr;a/g mggrf]ll;%gilrr;a/
1 1,70 1,24 907,96 0,01 1 90796,14 90,80
10.0-3.0 2 1,71 1,25 916,25 0,01 1 91625,41 91,63
3 1,70 1,24 907,96 0,01 1 90796,14 90,80
1 0,94 0,48 277,72 0,01 1 3 83315,41 83,32
10.0-4.0 2 0,94 0,48 277,72 0,01 1 3 83315,41 83,32
3 0,94 0,48 271,72 0,01 1 3 83315,41 83,32
1 1,56 1,10 791,86 0,01 1 79186,39 79,19
10.0-5.0 2 1,58 1,12 808,45 0,01 1 80844,93 80,84
3 1,57 1,11 800,16 0,01 1 80015,66 80,02
1 1,81 1,35 999,18 0,01 1 99918,08 99,92
10.0-6.0 2 1,79 1,33 982,60 0,01 1 98259,55 98,26
3 1,81 1,35 999,18 0,01 1 99918,08 99,92
1 1,49 1,03 733,82 0,01 1 73381,52 73,38
12.0-3.0 2 1,46 1,00 708,94 0,01 1 70893,72 70,89
3 1,49 1,03 733,82 0,01 1 73381,52 73,38
1 0,91 0,45 252,84 0,01 1 3 75852,00 75,85
12.0-4.0 2 0,93 0,47 269,43 0,01 1 3 80827,61 80,83
3 0,95 0,49 286,01 0,01 1 3 85803,21 85,80
1 1,01 0,55 335,77 0,01 1 33576,68 33,58
12.0-5.0 2 1,04 0,58 360,64 0,01 1 36064,48 36,06
3 1,02 0,56 344,06 0,01 1 34405,94 34,41
1 1,70 1,24 907,96 0,01 1 90796,14 90,80
12.0-6.0 2 1,70 1,24 907,96 0,01 1 90796,14 90,80
3 1,72 1,26 924,55 0,01 1 92454,68 92,45
1 1,48 1,02 725,52 0,01 1 72552,25 72,55
Harina 2 1,53 1,07 766,99 0,01 1 76698,59 76,70
3 1,48 1,02 725,52 0,01 1 72552,25 72,55

Elaborado por: Quinteros (2021).




Tabla 22. Resumen estadistico de la cuantificacion de proteina (mg Proteina/ g muestra) por el método Bradford
de los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo.

Tratamientos |Recuento |Promedio |Desviacion Estandar |Coeficiente de Variacion |Minimo |Maximo
10.0-3.0 3 91,0767 0,479201 0,526151% 90,8 91,63
10.0-4.0 3 83,32 0 0% 83,32 83,32
10.0-5.0 3 80,0167 0,825005 1,03104% 79,19 80,84
10.0-6.0 3 99,3667 0,958401 0,96451% 98,26 99,92
12.0-3.0 3 72,55 1,4376 1,98153% 70,89 73,38
12.0-4.0 3 80,8267 4,975 6,15515% 75,85 85,8
12.0-5.0 3 34,6833 1,26239 3,63977% 33,58 36,06
12.0-6.0 3 91,35 0,952628 1,04283% 90,8 92,45
Total 24 79,1487 18,9818 23,9824% 33,58 99,92

Elaborado por: Quinteros (2021).

Tabla 23. ANOVA de la cuantificacion de proteina (mg Proteina/ g muestra) por Tratamientos- Método Bradford.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  [8224,78 7 1174,97 301,78 0,0000
Intra grupos 62,2945 16 [3,89341

Total (Corr.) |[8287,08 23

Elaborado por: Quinteros (2021).

Tabla 24. Prueba de Multiple Rangos Tukey para mg Proteina/
Tratamientos  [Casos |Media Grupos Homogéneos
12.0-5.0 3 34,6833 |X
12.0-3.0 3 72,55 X
10.0-5.0 3 80,0167 X
12.0-4.0 3 80,8267 X
10.0-4.0 3 83,32 X
10.0-3.0 3 91,0767 X
12.0-6.0 3 91,35 X
10.0-6.0 3 99,3667 X
Elaborado por: Quinteros (2021).
1 =
0,8 +

0,6

Abs

0,4

0,2

0

y = 0,0009x + 0,0232

R? = 0,9956

muestra por Tratamientos- Método Bradford.

800 1000

Gréfico 8. Curva de calibrado de BSA (0 ug/mL a 1500 ug/mL) para cuantificacion del contenido de
proteina de aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo por el método BCA
Elaborado por: Quinteros (2021)
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Tabla 25. Datos obtenidos del anélisis de proteina por el método BCA de los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo.

: . Abs 2=562nm Peso Vol diluido ug proteina/ mg proteina/

Aislados Proteicos |~ Abs 3=562nm (NETA) ug/mL muestras (g) (mL) FD gn‘?luestra ’ gn")luestra ’
1,06 0,94 1040,16 0,01 1 5 520079,24 520,08

10.0-3.0 1,06 0,94 1040,16 0,01 1 5 520079,24 520,08
1,07 0,95 1051,50 0,01 1 5 525751,85 525,75

0,49 0,37 393,48 0,01 1 5 196740,50 196,74

10.0-4.0 0,51 0,39 416,17 0,01 1 5 208085,72 208,09
0,50 0,38 404,83 0,01 1 5 202413,11 202,41

0,41 0,29 302,72 0,01 1 5 151359,63 151,36

10.0-5.0 0,41 0,29 302,72 0,01 1 5 151359,63 151,36
0,40 0,28 291,37 0,01 1 5 145687,02 145,69

0,54 0,42 450,21 0,01 1 5 225103,55 225,10

10.0-6.0 0,55 0,43 461,55 0,01 1 5 230776,16 230,78
0,53 0,41 438,86 0,01 1 5 219430,94 219,43

0,61 0,49 529,62 0,01 1 5 264811,81 264,81

12.0-3.0 0,61 0,49 529,62 0,01 1 5 264811,81 264,81
0,61 0,49 529,62 0,01 1 5 264811,81 264,81

0,73 0,61 665,77 0,01 1 5 332883,13 332,88

12.0-4.0 0,72 0,60 654,42 0,01 1 5 327210,52 327,21
0,75 0,63 688,46 0,01 1 5 344228,35 344,23

0,34 0,22 223,30 0,01 1 5 111651,36 111,65

12.0-5.0 0,32 0,20 200,61 0,01 1 5 100306,14 100,31
0,33 0,21 211,96 0,01 1 5 105978,75 105,98

0,78 0,66 722,49 0,01 1 5 361246,17 361,25

12.0-6.0 0,81 0,69 756,53 0,01 1 5 378264,00 378,26
0,79 0,67 733,84 0,01 1 5 366918,78 366,92

0,31 0,19 189,27 0,01 1 5 94633,53 94,63

Harina 0,33 0,21 211,96 0,01 1 5 105978,75 105,98
0,32 0,20 200,61 0,01 1 5 100306,14 100,31

Elaborado por: Quinteros (2021).
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Tabla 26. Resumen estadistico de la cuantificacion de proteina (mg Proteina/ g muestra) por el método
BCA de los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo.

Tratamientos |Recuento |Promedio [Desviacion Estandar |Coeficiente de Variacién|Minimo |Maximo
10.0-3.0 3 521,97 3,27358 0,627158% 520,08 |525,75
10.0-4.0 3 202,413 |5,675 2,80367% 196,74 [208,09
10.0-5.0 3 149,47 3,27358 2,19012% 145,69 (151,36
10.0-6.0 3 225,103 |5,675 2,52106% 219,43 |230,78
12.0-3.0 3 264,81 0 0% 264,81 |264,81
12.0-4.0 3 334,773 |8,66652 2,58877% 327,21 |344,23
12.0-5.0 3 105,98 5,67 5,35007% 100,31 [111,65
12.0-6.0 3 368,81 8,66107 2,34838% 361,25 |378,26
Total 24 271,666 128,018 47,1231% 100,31 [525,75

Elaborado por: Quinteros (2021).

Tabla 27. Tabla ANOVA para mg Proteina/ g muestra por Tratamientos — Método BCA.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos [376399, 7 |53771,3 1604,42 0,0000
Intra grupos  |536,231 16 |33,5144

Total (Corr.) [376935, 23

Elaborado por: Quinteros (2021).

Tabla 28. Prueba de Multiple Rangos Tukey para mg Proteina/ g muestra por Tratamientos — Método

BCA.

Tratamientos [Casos |Media |Grupos Homogéneos
12.0-5.0 3 105,98 |X

10.0-5.0 3 149,47 | X

10.0-4.0 3 202,413 | X

10.0-6.0 3 225,103 | X

12.0-3.0 3 264,81 X

12.0-4.0 3 334,773 X

12.0-6.0 3 368,81 X

10.0-3.0 3 521,97 X

Elaborado por: Quinteros (2021).

Anexo D. Datos obtenidos, analisis estadistico y respuestas experimentales de la
evaluacion de las propiedades funcionales de los aislados proteicos obtenidos a
partir de harina de grillo (Gryllus assimilis).
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Tabla 29. Datos y resultados obtenidos del % de capacidad de absorcion de agua de lo aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo.

Aislados | Peso tubo vacio | Peso muestra Peso tubo + Peso muestra + Peso agua Peso agua retenida % CAAGUA
proteicos (9) (9) muestra (g) agua (g) retenida (g) (9)/ g muestra 0

0,8420 0,0500 1,0422 0,2002 0,1502 3,0040 30,04

10.0-3.0 0,8565 0,0530 1,0597 0,2032 0,1502 2,8340 30,04

0,8600 0,0510 1,0570 0,1970 0,1460 2,8627 29,20

0,8430 0,0490 1,0215 0,1785 0,1295 2,6429 25,90

10.0-4.0 0,8724 0,0504 1,0431 0,1707 0,1203 2,3869 24,06

0,8690 0,0501 1,0460 0,1770 0,1269 2,5329 25,38

0,8244 0,0501 0,9930 0,1686 0,1185 2,3653 23,70

10.0-5.0 0,8720 0,0498 1,0376 0,1656 0,1158 2,3253 23,16

0,8300 0,0490 1,0240 0,1940 0,1450 2,9592 29,00

0,8829 0,0501 1,0598 0,1769 0,1268 2,5309 25,36

10.0-6.0 0,8375 0,0500 0,9957 0,1582 0,1082 2,1640 21,64

0,8810 0,0500 1,0470 0,1660 0,1160 2,3200 23,20

0,8702 0,0498 1,1318 0,2616 0,2118 4,2530 42,36

12.0-3.0 0,8827 0,0503 1,1355 0,2528 0,2025 4,0258 40,50

0,8400 0,0500 1,0945 0,2545 0,2045 4,0900 40,90

0,8349 0,0499 1,0317 0,1968 0,1469 2,9439 29,38

12.0-4.0 0,8410 0,0499 1,0420 0,2010 0,1511 3,0281 30,22

0,8355 0,0500 1,0213 0,1858 0,1358 2,7160 27,16

0,8690 0,0507 1,0457 0,1767 0,1260 2,4852 25,20

12.0-5.0 0,8673 0,0505 1,0527 0,1854 0,1349 2,6713 26,98

0,8670 0,0505 1,0793 0,2123 0,1618 3,2040 32,36

0,8695 0,0501 1,0594 0,1899 0,1398 2,7904 27,96

12.0-6.0 0,8601 0,0500 1,0482 0,1881 0,1381 2,7620 27,62

0,8670 0,0530 1,0570 0,1900 0,1370 2,5849 27,40

0,8342 0,0500 1,0061 0,1719 0,1219 2,4380 24,38

Harina 0,8346 0,0500 1,0257 0,1911 0,1411 2,8220 28,22

0,8711 0,0501 1,0673 0,1962 0,1461 2,9162 29,22

Elaborado por: Quinteros (2021).
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Tabla 30. Resumen estadistico para el % de capacidad de absorcion de agua de los aislados proteicos
obtenidos a partir de harina de grillo.

Tratamiento |Recuento |Promedio |Desviacion Estandar | Coeficiente de Variacion|Minimo |Maximo
10.0-3.0 3 29,76 0,484974 1,62962% 29,2 30,04
10.0-4.0 3 25,1133 |0,948543 3,77705% 24,06 25,9
10.0-5.0 3 25,2867 |3,22716 12,7623% 23,16 29,0
10.0-6.0 3 23,4 1,86805 7,98311% 21,64 25,36
12.0-3.0 3 41,2533 |0,979047 2,37326% 40,5 42,36
12.0-4.0 3 28,92 1,58101 5,46685% 27,16 30,22
12.0-5.0 3 28,18 3,72779 13,2285% 25,2 32,36
12.0-6.0 3 27,66 0,282135 1,02001% 27,4 27,96
Total 24 28,6967 |5,5289%4 19,2668% 21,64 42,36

Elaborado por: Quinteros (2021).

Tabla 31. ANOVA para el % de capacidad de absorcion de agua por tratamientos.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos |638,145 7 91,1636 22,46 0,0000
Intra grupos  |64,9464 16 |4,05915

Total (Corr.) (703,092 23

Elaborado por: Quinteros (2021).

Tabla 32. Pruebas de
tratamientos.

multiples rangos Tukey para el % de capacidad de absorcion de agua por

Tratamiento |Casos [Media [Grupos Homogéneos
10.0-6.0 3 23,4 X

10.0-4.0 3 25,1133 [XX

10.0-5.0 3 25,2867 |XX

12.0-6.0 3 27,66 XX

12.0-5.0 3 28,18 XX

12.0-4.0 3 28,92 XX

10.0-3.0 3 29,76 X

12.0-3.0 3 41,2533 | X

Elaborado por: Quinteros (2021).

78




Tabla 33. Datos y resultados obtenidos del % de capacidad de absorcion de aceite de lo aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo.

Aisla_dos Peso tubo vacio Peso muestra () Peso tubo + Peso muestra+ Peso _aceite Peso aceite retenido %
proteicos (9) muestra (g) Aceite (9) retenido (g) (9)/ g muestra CAACEITE
0,8753 0,0500 1,2067 0,3314 0,2814 5,6280 66,28
10.0-3.0 0,8380 0,0499 1,1889 0,3509 0,3010 6,0321 70,18
0,8670 0,0500 1,1980 0,3310 0,2810 5,6200 66,20
0,8830 0,0498 1,1377 0,2547 0,2049 4,1145 50,94
10.0-4.0 0,8406 0,0505 1,1084 0,2678 0,2173 4,3030 53,56
0,8560 0,0500 1,1090 0,2530 0,2030 4,0600 50,60
0,8425 0,0499 1,1083 0,2658 0,2159 4,3267 53,16
10.0-5.0 0,8400 0,0503 1,0897 0,2497 0,1994 3,9642 49,94
0,8450 0,0501 1,1080 0,2630 0,2129 4,2495 52,60
0,8720 0,0505 1,0078 0,1358 0,0853 1,6891 27,16
10.0-6.0 0,8710 0,0500 1,0067 0,1357 0,0857 1,7140 27,14
0,8740 0,0499 1,0090 0,1350 0,0851 1,7054 27,00
0,8345 0,0504 1,1402 0,3057 0,2553 5,0655 61,14
12.0-3.0 0,8646 0,0506 1,1548 0,2902 0,2396 4,7352 58,04
0,8416 0,0497 1,1311 0,2895 0,2398 4,8249 57,90
0,8410 0,0499 1,1221 0,2811 0,2312 4,6333 56,22
12.0-4.0 0,8369 0,0500 1,1341 0,2972 0,2472 4,9440 59,44
0,8562 0,0500 1,1280 0,2718 0,2218 4,4360 54,36
0,8760 0,0497 1,1612 0,2852 0,2355 4,7384 57,04
12.0-5.0 0,8407 0,0500 1,1452 0,3045 0,2545 5,0900 60,90
0,8681 0,0499 1,1688 0,3007 0,2508 5,0261 60,14
0,8390 0,0510 1,2149 0,3759 0,3249 6,3706 75,18
12.0-6.0 0,8450 0,0490 1,2070 0,3620 0,3130 6,3878 72,40
0,8420 0,0502 1,1980 0,3560 0,3058 6,0916 71,20
0,8494 0,0502 1,0551 0,2057 0,1555 3,0976 41,14
Harina 0,8577 0,0506 1,0247 0,1670 0,1164 2,3004 33,40
0,8507 0,0498 1,0240 0,1733 0,1235 2,4799 34,66

Elaborado por: Quinteros (2021).
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Tabla 34. Resumen estadistico para el % de capacidad de absorcidn de aceite de los aislados proteicos
obtenidos a partir de harina de grillo.

Tratamientos |Recuento |Promedio [Desviacion Estandar |Coeficiente de Variacién|Minimo |Maximo
10.0-3.0 3 67,5533 |2,27511 3,36787% 66,2 70,18
10.0-4.0 3 51,7 1,61975 3,13298% 50,6 53,56
10.0-5.0 3 51,9 1,72035 3,31474% 49,94 53,16
10.0-6.0 3 27,1 0,087178 0,32169% 27,0 27,16
12.0-3.0 3 59,0267 |1,83154 3,1029% 57,9 61,14
12.0-4.0 3 56,6733 |2,57016 4,53505% 54,36 59,44
12.0-5.0 3 59,36 2,0448 3,44474% 57,04 60,9
12.0-6.0 3 72,9267 |2,0416 2,79953% 71,2 75,18
Total 24 55,78 13,1731 23,6162% 27,0 75,18

Elaborado por: Quinteros (2021).

Tabla 35. ANOVA para el % de capacidad de absorcién de aceite por tratamientos.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos |3933,05 7 561,865 154,59 0,0000
Intra grupos | 58,1531 16 |3,63457

Total (Corr.) [3991,21 23

Elaborado por: Quinteros (2021).

Tabla 36. Pruebas de multiples rangos Tukey para el % de capacidad de absorcion de aceite por

tratamientos.

Tratamientos [Casos |Media |Grupos Homogéneos
10.0-6.0 3 27,1 X

10.0-4.0 3 51,7 X

10.0-5.0 3 51,9 X

12.0-4.0 3 56,6733 | XX

12.0-3.0 3 59,0267 | X

12.0-5.0 3 59,36 X

10.0-3.0 3 67,5533 | X

12.0-6.0 3 72,9267 | X

Elaborado por: Quinteros (2021).
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Tabla 37. Datos y resultados obtenidos del % de solubilidad de los aislados proteicos precipitados a pH 10.0 obtenidos a partir de harina de grillo.

Aislados Peso muestra Vol. Aforo ug proteinafg | mg proteinafg| g proteinag %
Proteicos pH i2) Abs A=562nm [ug/mL] {mL}) FD muestra muestra muestra Solubilidad
0,0251 0,94 1040,16 5,00 207202,88 207,20 0,21 20,72
0,0251 0,99 1096,88 5,00 218502,90 218,50 0,22 21,85
3.00 0,0251 0,93 1028,81 5,00 204542 BR 204 54 0,20 20,49
0,0251 0,74 813,25 5,00 162002 81 162,00 0,16 16,20
0,0251 0,76 835,04 5,00 166522 82 166,52 0,17 16,65
10.0.3.0 6.00 0,0251 0,81 892,67 5,00 177822 83 177,82 0,18 17,78
0,0252 0,80 88133 5,00 3,00 52459846 524,60 0,52 52 46
0,0252 0,76 835,94 5,00 3,00 497586,03 497,59 0,50 49,76
9.00 0,0252 0,75 824 60 5,00 3,00 490832 93 490,83 0,49 49 08
0,0262 0,27 280,03 5,00 3,00 18032184 160,32 0,16 16,03
0,0262 0,25 257,34 5,00 3,00 14733113 147,33 0,15 14,73
12.00 0,0262 0,30 314,06 5,00 3,00 17980790 179,81 0,18 17,98
0,0255 0,75 824,60 5,00 200 32337228 323,37 0,32 32,34
0,0255 0,73 801,91 5,00 200] 31447407 314 47 0,31 31,45
3.00 0,0255 0,78 858,63 5,00 2,00 33671960 336,72 0,34 33,67
0,0260 0,60 654,42 5,00 125850,20 125,85 0,13 12,59
0,0260 0,64 699,80 5,00 134577,29 134,58 0,13 13,46
10.0.4.0 6.00 0,0260 0,65 711,15 5,00 136759,06 136,76 0,14 13,68
0,0259 0,65 711,15 5,00 200 27457418 774,57 0,27 27 46
0,0259 0,66 722,49 5,00 2,00] 27895457 278,95 0,28 27,90
9.00 0,0259 0,65 711,15 5,00 2,00] 274574,18 274,57 0,27 27,46
0,0250 0,79 869,08 5,00 200] 34799208 347,09 0,35 34 80
0,0250 0,88 972,09 5,00 200 32883486 388 83 0,39 38,88
12.00 0,0250 0,83 915,36 5,00 200 36614443 366,14 0,37 36,51
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0,0258

0,35

597,69

5,00

2,00

231664,71

231,66

0,23

23,17

0,0258 0,61 665,77 5,00 2,00| 25804884 258,05 0,26 25,80
3.00 0,0258 0,55 597,69 5,00 2,00| 23166471 231,66 0,23 23,17

0,0247 0,30 314,06 5,00 £3575,80 £3,58 0,06 6,36

0,0247 0,26 268,68 5,00 54383,39 54,33 0,05 5,44

10.0.5.0 5.00 0,0247 0,30 314,06 5,00 53575,80 53,58 0,06 6,36
0,0248 0,78 858,63 5,00 2,00 34522378 346,22 0,35 34,62

0,0248 0,84 926,71 5,00 2,00 37367189 373,67 0,37 37,37

9.00 0,0248 0,85 938,05 5,00 2,00| 37824657 378,25 0,38 37,82

0,0260 0,66 722,49 5,00 2,00 27788167 277,88 0,28 27,79

0,0260 0,71 779,22 5,00 2,00 299699,40 299,70 0,30 29,97

12.00 0,0260 0,74 813,25 5,00 2,00 312790,04 312,79 0,31 31,28

0,0258 0,88 972,09 5,00 188388,98 188,39 0,19 18,84

0,0258 0,84 926,71 5,00 179504,24 179,59 0,18 17,96

3.00 0,0258 0,79 869,98 5,00 168600,81 168,60 0,17 16,86

0,0252 0,43 461,55 5,00 91577,84 91,58 0,09 9,16

0,0252 0,44 472,90 5,00 93828 88 93,83 0,09 9,38

5.00 0,0252 0,44 472,90 5,00 33828,88 33,83 0,09 3,38

10.0-6.0 0,0265 0,70 767,87 5,00 2,00| 280976348 289,76 0,29 28,98
0,0265 0,68 745,18 5,00 2,00| 28120105 281,20 0,28 28,12

9.00 0,0265 0,69 756,53 5,00 2,00| 28548227 285,48 0,29 28,55

0,0246 0,78 858,63 5,00 2,00| 34903861 349 04 0,35 34,90

0,0246 0,80 881,33 5,00 2,00] 35826236 358,26 0,36 35,83

12.00 0,0246 0,78 858,63 5,00 2,00] 34303861 349,04 0,35 34,90

Elaborado por: Quinteros (2021).
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Tabla 38. Datos y resultados obtenidos del % de solubilidad de los aislados proteicos precipitados a pH 12.0 obtenidos a partir de harina de grillo.

Aislados Peso muestra Vol. Aforo ug proteina/g | mg proteinafg| g proteinafg %
Proteicos pH (f=4] Abs A=562nm [ug/ml] (mL) FD muestra muestra muestra Solubilidad
0,0258 0,84 926,71 5,00 179594, 24 179,59 0,18 17,96
0,0258 0,84 826,71 5,00 179584, 24 179,59 0,18 17,96
3.00 0,0258 0,78 858,63 5,00 166402,13 166,40 0,17 16,64
0,0250 0,45 495 59 5,00 9911759 99,12 0,10 9,91
0,0250 0,50 540,97 5,00 108193,77 108,19 0,11 10,82
12.0.3.0 £.00 0,0250 0,48 518,28 5,00 103655,68 103,66 0,10 10,37
0,0250 0,98 1085,54 5,00 2,00 434215,74 434,22 0,43 43,42
0,0250 1,02 1130,92 5,00 200 45236208 452 37 0,45 45,24
9.00 0,0250 0,99 1096,88 5,00 2,00 43875383 438,75 0,44 43,88
0,0250 0,91 1006,12 5,00 200 402449,13 402,45 0,40 40,24
0,0250 0,93 1028,81 5,00 2,00 411525,30 411,53 0,41 41,15
12.00 0,0250 0,96 1062,85 5,00 200 42513356 425,14 0,43 4251
0,0250 0,76 835,84 5,00 16718851 167,19 0,17 16,72
0,0250 0,77 847,29 5,00 169457 85 169,46 0,17 16,85
3.00 0,0250 0,80 281,33 5,00 176265,08 176,27 0,18 17,63
0,0254 0,80 BB1,33 5,00 1734859,25 173,49 0,17 17,35
0,0254 0,80 281,33 5,00 173488,25 173,49 0,17 17,35
17.0-4.0 6.00 0,0254 077 847,29 5,00 16678932 166,79 0,17 16,68
0,0256 0,71 779,22 5,00 300 45657330 456,57 0,46 45 66
0,0256 0,72 790,56 5,00 3,00 463220,89 463,22 0,46 46,32
9.00 0,0256 0,71 779,22 5,00 300 458573,30 456,57 0,46 4566
0,0256 0,76 835,84 5,00 3,00 48981125 489 81 0,49 48,98
0,0256 0,20 281,33 5,00 300 51640161 516,40 0,52 51,64
12.00 0,0256 0,81 892,67 5,00 300 52304820 523,05 0,52 52,30
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0,30

29,74

0,0250 0,46 495,59 5,00 300] 29735278 297,35
0,0250 0,53 575,00 5,00 3,00 345002,70 345,00 0,35 34,50
3.00 0,0250 0,43 461,55 5,00 300] 276831,39 276,33 0,28 27,69
0,0256 0,51 552,31 5,00 107873,84 107,87 0,11 10,79
0,0256 0,51 552,31 5,00 107873,84 107,87 0,11 10,79
12.0.5.0 5.00 0,0256 0,52 563,66 5,00 110083,70 110,09 0,11 11,01
0,0261 0,79 269,38 5,00 3,00/ 499%E862 499,99 0,50 50,00
0,0261 0,80 881,33 5,00 3,00/ 50850826 506,51 0,51 50,65
9.00 0,0261 0,79 269,38 5,00 3,00/ 499%E862 499,99 0,50 50,00
0,0253 0,75 824,60 5,00 300/ 4ssEga g7 428,89 0,49 43 89
0,0253 0,76 835,34 5,00 3,00/ 495619,29 435,62 0,50 43,56
12.00 0,0253 0,82 904,02 5,00 3,00 53597778 535,98 0,54 53,60
0,0200 0,86 949,40 5,00 237343,18 237,35 0,24 23,73
0,0200 0,89 983,43 5,00 245858,09 245,86 0,25 24,59
3.00 0,0200 0,87 960,74 5,00 240185,49 240,19 0,24 24,02
0,0128 0,33 348,10 5,00 135976,61 135,98 0,14 13,60
0,0128 0,36 382,14 5,00 149271,79 149,27 0,15 1493
12.0.6.0 6.00 0,0128 0,32 336,75 5,00 131544 89 131,54 0,13 13,15
0,0125 0,63 588,46 5,00 2,00  550765,35 550,77 0,55 55,08
0,0125 0,57 620,39 5,00 200 49530830 496,31 0,50 49 63
9.00 0,0125 0,60 654,42 5,00 2,00 52353683 523,54 0,52 52,35
0,0128 0,63 588,46 5,00 200 537856,79 537,86 0,54 53,79
0,0128 0,64 599,80 5,00 200 54672024 546,72 0,55 54,67
12.00 0,0128 0,61 665,77 5,00 200 52012982 520,13 0,52 52,01

Elaborado por:

Anexo E. Datos obtenidos, analisis estadistico y respuestas experimentales de la determinacion de la actividad
antioxidante de los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo (Gryllus assimilis).

Quinteros (2021).
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Tabla 39. Datos y resultados obtenidos de la actividad antioxidante expresa en umol ET /g muestra de
los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo. Método ABTS

. Peso
proteions | 1=T34nm | -radnm | UMIL | mussira|vol Aforo| | umol ETl
0,29 081| 41820  0,2002 25 2| 10444534
10.0-3.0 0,32 078 397,05  0,2002 25 2 99162,39
0,33 077| 390,00/  0,2002 25 2 97401,41
0,39 071 347,69  0,2005 25 2 86705,58
10.0-4.0 0,40 0,70 340,64 0,2005 25 2 84947,23
0,40 0,70| 340,64  0,2005 25 2 84947,23
0,19 091| 48871|  0,2001 25 61058,08
10.0-5.0 0,19 0,91 488,71 0,2001 25 61058,08
0,18 092| 49576|  0,2001 25 61939,02
0,31 079  404,10|  0,1740 25 58059,94
10.0-6.0 0,31 0,79 404,10 0,1740 25 58059,94
0,31 0,79|  404,10|  0,1740 25 58059,94
0,10 1,00|  552,17|  0,2007 25 68780,23
12.0-3.0 0,11 0,99 545,12 0,2007 25 67901,93
0,10 1,00|  552,17|  0,2007 25 68780,23
0,10 1,00|  552,17|  0,2008 25 68745,98
12.0-4.0 0,10 1,00 552,17 0,2008 25 68745,98
0,09 1,01|  55922|  0,2008 25 69623,84
0,18 092| 49576|  0,2004 25 61846,29
12.0-5.0 0,14 0,96 523,96 0,2004 25 65364,74
0,16 094| 509,86  0,2004 25 63605,52
0,10 1,00|  55217|  0,1120 25 123251,72
12.0-6.0 0,10 1,00]  55217|  0,1120 25 123251,72
0,08 1,02|  56627|  0,1120 25 126399,48
0,09 1,01|  559,22|  0,2000 25 69902,33
Harina 0,10 1,00|  552,17|  0,2000 25 69020,96
0,11 099| 54512|  0,2000 25 68139,59

Elaborado por: Quinteros (2021).
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Graéfico 9. Curva de calibrado de Trolox (0 uM/mL a 500 uM/mL) para la determinacion de actividad
antioxidante de los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo por el método ABTS.
Elaborado por: Quinteros (2021)

Tabla 40. Resumen estadistico de la actividad antioxidante expresa en umol ET/g muestra de los
aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo. Método ABTS

Tratamientos [Recuento |Promedio |[Desviacion Estandar |Coeficiente de Variaciéon |Minimo |Maximo
10.0-3.0 3 100336, 3665,78 3,65349% 97401,4 |104445,
10.0-4.0 3 85533,3 1015,18 1,18689% 84947,2 |86705,6
10.0-5.0 3 61351,7 508,611 0,829008% 61058,1 |61939,0
10.0-6.0 3 58059,9 0 0% 58059,9 |58059,9
12.0-3.0 3 68487,5 507,087 0,740408% 67901,9 |68780,2
12.0-4.0 3 69038,6 506,833 0,734129% 68746,0 |69623,8
12.0-5.0 3 63605,5 1759,23 2,76584% 61846,3 |65364,7
12.0-6.0 3 124301, 1817,36 1,46206% 123252, 126399,
Total 24 78839,2 22148,7 28,0935% 58059,9 126399,

Elaborado por: Quinteros (2021).

Tabla 41. ANOVA para la actividad antioxidante expresa en umol ET/g muestra de los aislados
proteicos obtenidos a partir de harina de grillo. Método ABTS

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  [1,12397E10 7 1,60568E9 593,63 0,0000
Intra grupos 4,32778E7 16 |[2,70486E6

Total (Corr.) |1,1283E10 23

Elaborado por: Quinteros (2021).
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Tabla 42. Pruebas de Multiple Rangos Tukey para la actividad antioxidante expresa en umol ET/g muestra

de los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo. Método ABTS

Tratamientos [Casos |Media Grupos Homogéneos
10.0-6.0 3 58059,9 |X

10.0-5.0 3 61351,7 |XX

12.0-5.0 3 63605,5 X

12.0-3.0 3 68487,5 X

12.0-4.0 3 69038,6 X

10.0-4.0 3 85533,3 X

10.0-3.0 3 100336, X

12.0-6.0 3 124301, X

Elaborado por: Quinteros (2021).

Tabla 43. Datos y resultados obtenidos de la actividad antioxidante expresa en umol ET/g muestra de
los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo. Método FRAP.

SIS,I(Z&%SS k=5A9t;,Snm uM/mL Peso Vol Aforo umol ET/g
muestra (g) (mL) FD muestra
0,29 262,87 0,2002 25 2 65652,91
10.0-3.0 0,29 262,87 0,2002 25 2 65652,91
0,28 256,89 0,2002 25 2 64157,40
0,30 268,86 0,2005 25 2 67047,95
10.0-4.0 0,33 286,83 0,2005 25 2 71527,77
0,33 286,83 0,2005 25 2 71527,77
0,38 316,77 0,2001 25 39576,02
10.0-5.0 0,38 316,77 0,2001 25 39576,02
0,39 322,75 0,2001 25 40324,15
0,32 280,84 0,1740 25 40350,33
10.0-6.0 0,33 286,83 0,1740 25 41210,68
0,29 262,87 0,1740 25 37769,29
0,28 256,89 0,2007 25 31998,78
12.0-3.0 0,26 244,91 0,2007 25 30507,00
0,27 250,90 0,2007 25 31252,89
0,30 268,86 0,2008 25 33473,89
12.0-4.0 0,32 280,84 0,2008 25 34964,93
0,31 274,85 0,2008 25 3421941
0,23 226,95 0,2004 25 28311,64
12.0-5.0 0,22 220,96 0,2004 25 27564,63
0,23 226,95 0,2004 25 28311,64
0,12 161,08 0,1120 25 35954,88
12.0-6.0 0,12 161,08 0,1120 25 35954,88
0,10 149,10 0,1120 25 33281,65
0,33 286,83 0,2000 25 35853,29
Harina 0,33 286,83 0,2000 25 35853,29
0,32 280,84 0,2000 25 35104,79

Elaborado por: Quinteros (2021).
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Graéfico 10. Curva de calibrado de Trolox (100 uM/mL a 500 uM/mL.) para la determinacion de actividad
antioxidante de los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo por el método FRAP.

Elaborado por: Quinteros (2021)

Tabla 44. Resumen estadistico de la actividad antioxidante expresa en umol ET/g muestra de los

aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo. Método FRAP

Tratamientos |Recuento |Promedio [Desviacion Estandar |Coeficiente de Variacién|Minimo |Maximo
10.0-3.0 3 65154,4 863,433 1,32521% 64157,4 |65652,9
10.0-4.0 3 700345 |2586,43 3,69307% 67047,9 |71527,8
10.0-5.0 3 39825,4 431,933 1,08457% 39576,0 |40324,2
10.0-6.0 3 39776,8 |1790,96 4,50252% 37769,3 |41210,7
12.0-3.0 3 312529 |745,89 2,38663% 30507,0 |31998,8
12.0-4.0 3 34219,4 |745,52 2,17865% 33473,9 |34964,9
12.0-5.0 3 28062,6 431,286 1,53687% 27564,6 |28311,6
12.0-6.0 3 35063,8 |1543,39 4,40166% 33281,7 |35954,9
Total 24 429237 |15121,1 35,228% 27564,6 |71527,8

Elaborado por: Quinteros (2021)

Tabla 45. ANOVA para la actividad antioxidante expresa en umol ET/g muestra de los aislados

proteicos obtenidos a partir de harina de grillo. Método FRAP

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P
Entre grupos |5,22991E9 7 |7,4713E8 411,94 0,0000
Intra grupos  |2,90188E7 16 |1,81368E6

Total (Corr.) |5,25893E9 23

Elaborado por: Quinteros (2021)
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Tabla 46. Pruebas de Multiple Rangos Tukey para la actividad antioxidante expresa en umol ET/g
muestra de los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo. Método FRAP

Tratamientos |Casos |Media | Grupos Homogéneos
12.0-5.0 3 28062,6 |X

12.0-3.0 3 312529 |XX

12.0-4.0 3 342194 | X

12.0-6.0 3 350638 | X

10.0-6.0 3 39776,8 X

10.0-5.0 3 398254 X

10.0-3.0 3 65154,4 X

10.0-4.0 3 70034,5 X

Elaborado por: Quinteros (2021)

Tabla 47. Datos y resultados obtenidos de la actividad antioxidante expresa en umol ET/g muestra de
los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo. Método DPPH

S,'g!(ii%ss k=5Alt;Snm A}‘issll\lsEn-:nA uM/mL | Peso muestra | Vol Aforo | umol ET/g
(9) (mL) muestra
0,28 0,39 535,47 0,2002 25 66866,77
10.0-3.0 0,28 0,39 535,47 0,2002 25 66866,77
0,26 0,41 562,93 0,2002 25 70295,84
0,28 0,39 535,47 0,2005 25 66766,72
10.0-4.0 0,31 0,36 494,28 0,2005 25 61630,82
0,30 0,37 508,01 0,2005 25 63342,79
0,55 0,12 164,76 0,2001 25 20584,67
10.0-5.0 0,49 0,18 247,14 0,2001 25 30877,01
0,49 0,18 247,14 0,2001 25 30877,01
0,57 0,10 137,30 0,1740 25 19726,98
10.0-6.0 0,59 0,08 109,84 0,1740 25 15781,58
0,52 0,15 205,95 0,1740 25 29590,47
0,54 0,13 178,49 0,2007 25 22233,40
12.0-3.0 0,53 0,14 192,22 0,2007 25 23943,66
0,55 0,12 164,76 0,2007 25 20523,13
0,50 0,17 233,41 0,2008 25 29059,96
12.0-4.0 0,49 0,18 247,14 0,2008 25 30769,37
0,46 0,21 288,33 0,2008 25 35897,60
0,50 0,17 233,41 0,2004 25 29117,97
12.0-5.0 0,47 0,20 274,60 0,2004 25 34256,43
0,49 0,18 247,14 0,2004 25 30830,79
0,51 0,16 219,68 0,1120 25 49035,63
12.0-6.0 0,52 0,15 205,95 0,1120 25 45970,91
0,52 0,15 205,95 0,1120 25 45970,91
0,46 0,21 288,33 0,2000 25 36041,19
Harina 0,47 0,20 274,60 0,2000 25 34324,94
0,47 0,20 274,60 0,2000 25 34324,94

Elaborado por: Quinteros (2021)
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Gréfico 11. Curva de calibrado de Trolox (0 uM/mL a 800 uM/mL) para la determinacion de actividad

antioxidante de los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo por el método DPPH.

Elaborado por: Quinteros (2021)

Tabla 48. Resumen estadistico de la actividad antioxidante expresa en umol ET/g muestra de los
aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo. Método DPPH

Tratamientos |Recuento |Promedio [Desviacion Estandar |Coeficiente de Variacién|Minimo |Maximo
10.0-3.0 3 59,2033 |1,7205 2,90609% 58,21 61,19
10.0-4.0 3 55,72 2,28147 4,09452% 53,73 58,21
10.0-5.0 3 23,8833 |5,17306 21,6597% 17,91 26,87
10.0-6.0 3 16,42 5,38198 32,777% 11,94 22,39
12.0-3.0 3 19,4033 |1,495 7,70488% 17,91 20,9
12.0-4.0 3 27,86 3,10569 11,1475% 25,37 31,34
12.0-5.0 3 27,3633 |2,28038 8,33371% 25,37 29,85
12.0-6.0 3 22,8867 |0,860252 3,75875% 22,39 23,88
Total 24 31,5925 15,927 50,4138% 11,94 61,19

Elaborado por: Quinteros (2021)

Tabla 49. ANOVA para la actividad antioxidante expresa en umol ET/g muestra de los aislados
proteicos obtenidos a partir de harina de grillo. Método DPPH

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P
Entre grupos |5670,95 7 810,135 79,32 0,0000
Intra grupos 163,424 16 [10,214

Total (Corr.) |5834,37 23

Elaborado por: Quinteros (2021)
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Tabla 50. Pruebas de Multiple Rangos Tukey para la actividad antioxidante expresa en umol ET/g

muestra de los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo. Método DPPH

Tratamientos |Casos |Media | Grupos Homogéneos
10.0-6.0 3 16,42 X

12.0-3.0 3 19,4033 |XX

12.0-6.0 3 22,8867 |XX

10.0-5.0 3 23,8833 |xXX

12.0-5.0 3 27,3633 | X

12.0-4.0 3 27,86 X

10.0-4.0 3 55,72 X

10.0-3.0 3 59,2033 X

Elaborado por: Quinteros (2021)

Tabla 51. Actividad antioxidante expresa en porcentaje (%) de los aislados proteicos obtenidos a partir
de harina de grillo. Método DPPH

Aislados Abs A=515nm % Actividad X

proteicos

10.0-3.0 0,28 58,21 59,20
0,28 58,21
0,26 61,19

10.0-4.0 0,28 58,21 55,72
0,31 53,73
0,30 55,22

10.0-5.0 0,55 17,91 23,88
0,49 26,87
0,49 26,87

10.0-6.0 0,57 14,93 16,42
0,59 11,94
0,52 22,39

12.0-3.0 0,54 19,40 19,40
0,53 20,90
0,55 17,91

12.0-4.0 0,50 25,37 27,86
0,49 26,87
0,46 31,34

12.0-5.0 0,50 25,37 27,36
0,47 29,85
0,49 26,87

12.0-6.0 0,51 23,88 22,89
0,52 22,39
0,52 22,39

Harina 0,46 31,34 30,35

0,47 29,85
0,47 29,85

Elaborado por: Quinteros (2021
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Anexo F. Datos obtenidos, anélisis estadistico y respuestas experimentales de la
evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los aislados proteicos obtenidos a

partir de harina de grillo (Gryllus assimilis).

Tabla 52. Datos y resultados obtenidos de la actividad antiinflamatoria expresa porcentaje (%) de
proteccion de los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo.

Aislado proteicos Ab 1 2=560nm % Proteccion Promedio

0,83 -0,40

10.0-3.0 0,81 2,02
0,83 -0,40 0,40

0,46 44,35

10.0-4.0 0,47 43,15
0,48 41,94 43,15

0,05 93,95

10.0-5.0 0,07 91,53
0,07 91,53 92,34

0,06 92,74

10.0-6.0 0,06 92,74
0,04 95,16 93,55

0,72 12,90

12.0-3.0 0,70 15,32
0,70 15,32 14,52

0,44 46,77

12.0-4.0 0,43 47,98
0,40 51,61 48,79

0,28 66,13

12.0-5.0 0,28 66,13
0,27 67,34 66,53

0,06 92,74

12.0-6.0 0,06 92,74
0,05 93,95 93,15

0,11 86,69

Diclofenaco (4 mg/L) 0,09 89,11
0,10 87,90 87,90

Elaborado por: Quinteros (2021
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Tabla 53. Resumen estadistico para la actividad antiinflamatoria expresa porcentaje (%) de proteccion de
los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo.

Muestras Recuento |Promedio |Desviacién Estandar | Coeficiente de Variacion
10.0-3.0 3 0,406667 |1,39719 343,571%
10.0-4.0 3 43,1467 1,205 2,79281%
10.0-5.0 3 92,3367 |1,39719 1,51314%
10.0-6.0 3 93,5467 |1,39719 1,49357%
12.0-3.0 3 14,5133 [1,39719 9,62692%
12.0-4.0 3 48,7867 |2,51882 5,16292%
12.0-5.0 3 66,5333 |0,698594 1,04999%
12.0-6.0 3 93,1433 |0,698594 0,75002%
Diclofenaco sodico (4 mg/L)|{3 87,9 1,21 1,37656%
Total 27 60,0348 34,1931 56,9555%

Elaborado por: Quinteros (2021

Tabla 54. ANOVA para la actividad antiinflamatoria expresa porcentaje (%) de proteccion de los aislados
proteicos obtenidos a partir de harina de grillo.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos [30362,3 8 |3795,29 1892,90 0,0000
Intra grupos 36,0903 18 |2,00502

Total (Corr.) |30398,4 26

Elaborado por: Quinteros (2021

Tabla 54. Pruebas de Mdltiple Rangos Tukey para la actividad antiinflamatoria expresa porcentaje (%) de
proteccién de los aislados proteicos obtenidos a partir de harina de grillo.

Muestras Casos |Media Grupos Homogéneos
10.0-3.0 3 0,406667 |[X

12.0-3.0 3 14,5133 X

10.0-4.0 3 43,1467 X

12.0-4.0 3 48,7867 X

12.0-5.0 3 66,5333 X

Diclofenaco sddico (4 mg/L)|3 87,9 X

10.0-5.0 3 92,3367 X

12.0-6.0 3 93,1433 X

10.0-6.0 3 93,5467 X

Elaborado por: Quinteros (2021)
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