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RESUMEN

En los ultimos afios se ha observado un creciente interés en la produccion de péptidos
bioactivos a partir de proteinas de insectos, debido a que se ha reportado pueden tener efectos (e.g.,
antihipertensivos, antidiabéticos y antioxidantes) en la salud. La obtencion de péptidos bioactivos
de insectos por fermentacion con BAL ha sido poco explorada. Por lo tanto, el objetivo del presente
estudio fue evaluar la capacidad antioxidante e inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina (IECA) de extractos solubles en agua obtenidos a partir de harinas de gusano de la
harina (Tenebrio molitor) (HGH) y de chapulin (Sphenarium purpurascens) (HCH) fermentadas
por Lactoccocus lactis NRRL B-50571 o B-50572. Primero, las cepas fueron pre-adaptadas a las
condiciones de fermentacion. Posteriormente, las harinas inoculadas con las bacterias se
fermentaron por 24, 48 0 72 h a 30 °C. Se registr6 el pH, se obtuvieron los extractos solubles, y se
les determin6 el grado de hidrdlisis. Posteriormente, se obtuvieron fracciones <3 kDa, y se
determinaron el contenido de proteina y la capacidad antioxidante (TEAC, DPPH, ORAC y FRAP),
e IECA. Los resultados mostraron que las mejores condiciones de pre-adaptacion fueron con una
concentracion de dextrosa de 3.5% y de proteina de 0.5%. Se registr6é una disminucion (p<0.05)
del pH a las 24 h, sin cambio (p>0.05) a las 48 y 72 h. Adicionalmente, se observo incremento
(p<0.05) de la proteina aminica y el grado de hidrélisis de 0.2 y 0.42% para la HCH y HGH,
respectivamente. Se observo un increment6 (p<0.05) en la actividad antioxidante por los métodos
TEAC, ORAC y DPPH, para las fracciones de los dos tipos de harina fermentada con las cepas de
estudio, mientras que por FRAP, s6lo se observo para la fraccion de HGH con ambas cepas. En
contraste, la actividad disminuyd para la fraccion HCH. En general, la mayor capacidad
antioxidante se observo en las fracciones de harina de HCH fermentadas durante 24 h por L. lactis
NRRL B-50572. La actividad IECA de las fracciones de harina de ambos insectos se evaluo a las
24 h de fermentacion con la cepa B-50572. La fraccion de HGH presentd un ICso de 1.34 mg/mL,
mientras que la de HCH un ICso de 0.78 mg/mL. Los resultados encontrados en este estudio
muestran el potencial uso de cepas especificas de Lactococcus lactis para la fermentacion de

insectos y la generacion de péptidos bioactivos con actividad antioxidante y antihipertensiva.

Palabras Clave: Insectos, fermentacion, actividad antioxidante, Lactococcus lactis, péptidos

bioactivos.
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ABSTRACT

In recent years, there is growing increasing interest in the production of bioactive peptides
from insect proteins, due to their reported health effects such as antihypertensive, anti-diabetic, and
antioxidant activity. Several microorganisms have been used for the fermentation process that leads
to generation of bioactive peptides. However, few studies have been reported on the use of lactic
acid bacteria in insect fermentation. Therefore, the aim of the present study was to evaluate the
antioxidant activity and inhibition of the angiotensin converting enzyme (ACE) of the water-
soluble extracts obtained from mealworm (Tenebrio molitor) (GH) and grasshopper (Sphenarium
purpurascens) (CH) fermented by Lactoccocus lactis NRRL B-50571 and B-50572. First, the
strains were pre-adapted to the fermentation conditions with different percentages of insect flour
and dextrose. Subsequently, both insect samples were inoculated individually with each of the
bacteria strains and allowed to fermented for 24, 48 or 72 h at 30 °C. At the end of the respective
fermentation times, the pH was recorded, and the soluble extracts were obtained, for which the
degree of hydrolysis was determined. Fractions <3 kDa were obtained, and the protein content and
antioxidant capacity (TEAC, DPPH, ORAC and FRAP) and ACE inhibitory activity was measured.
The results showed that the best pre-adaptation conditions were a dextrose concentration of 3.5%
(v/v) and a protein concentration of 0.5% (w/v). In the fermented samples, the pH decreased
(p<0.05) to 4.0 at 24 h without changing(p>0.05) at 48 and 72 h. Additionally, an increase (p<0.05)
in amine protein and degree of hydrolysis of 0.2 and 0.42% was observed for CH and GH flour,
respectively, fermented with both bacteria. Antioxidant activity increased (p<0.05) in TEAC,
ORAC and DPPH, respectively, for the two insect samples and both bacteria strains, while in FRAP
the increase was only observed for GH with both bacteria strains; while, for CH the FRAP activity
decreased during fermentation. Likewise, the highest antioxidant activity was observed in CH
samples fermented for 24 h by L. lactis NRRL B-50572. Regarding the ACE inhibitory activity,
both insects were evaluated at 24 h of fermentation with strain B-50572, GH presenting of ICso of
1.34 mg/mL whereas CH ICso of 0.78 mg/mL. The results found in this study show the potential
use of Lactococcus lactis strains for insect fermentation and the generation of bioactive peptides

with antioxidant and antihypertensive activity.

Key Words: Insects, fermentation, antioxidant activity, Lactococcus lactis, bioactive peptides.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios ha incrementado el interés por el uso de los insectos comestibles como
una fuente alternativa de alimentos, debido a su alto valor nutritivo y a que puede contribuir a la
seguridad alimentaria, un problema a nivel mundial (FAO, 2017; Jongema, 2012). Los insectos
han demostrado ser una fuente alternativa de proteinas de calidad, que pueden utilizarse en la
elaboracion de alimentos, por lo que el cultivo de insectos ha aumentado considerablemente, y se
prevé que para el afio 2023, se genere un aumento en las ganancias de los paises productores
(Hurtado et al., 2018; Wageningen University & Research, 2018).

Adicionalmente, se ha considerado que los insectos, por su alta concentracion de proteina, pueden
ser una buena fuente de péptidos bioactivos con efectos positivo en la salud de quien los consume
(Vercruysse, et al., 2009; Zielinska, et al., 2018; Hall et al., 2018). En este sentido, diversos
estudios han demostrado que la hidrolisis enzimatica de proteinas de insectos, como el gusano de
la harina (7enebrio molitor), gusano de la hoja de algodon (Spodoptera littoralis), langosta
(Schistocerca gregaria) y grillo (Gryllodes sigillatus; Acheta domesticus) puede liberar péptidos
con actividad antihipertensiva, antioxidante, antiinflamatoria y antidiabética (Vercruysse et al.,
2009; Tao et al., 2017; Hall et al.,2018; Mishyna et al. 2019).

Por otra parte, la fermentacion de insectos con diferentes microorganismos es otra tecnologia que
se ha utilizado para la generacion de péptidos bioactivos. Por ejemplo, se han utilizado diversos
microorganismos tales como Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Aspergillus oryzaep,
Pediococcus acidilactici, Lactobacillus curvatus, y Staphylococcus xylosus, para favorecer la
liberacion de dichos péptidos (Cho ef al., 2018) y compuestos aromaticos que generan sabores
especificos; ademas, los compuestos que se generan son mas faciles de digerir y con una mayor
biodisponibilidad en el sistema digestivo (Yi et al., 2016; Mouritsen et al., 2017).

De los diversos microorganismos que se han utilizado para la fermentacion de distintas matrices
proteicas, Lactococcus es uno de los géneros de BAL que se han destacado por sus caracteristicas
de fermentacion y produccion de péptidos bioactivos. Diversos estudios han demostrado que leches
fermentadas con cepas especificas de Lactococcus lactis aisladas de productos lacteos artesanales
tienen la capacidad de liberar péptidos con actividad antioxidantes e inhibidores de la enzima

convertidora de angiotensina (ECA) (Rodriguez-Figueroa et al., 2012; Beltran-Barrientos et al,
2018).
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Sin embargo, no se ha explorado la capacidad de éstas cepas para fermentar proteina de insectos y
liberar péptidos con actividad antioxidante y/o inhibidores de la ECA. Por lo que el objetivo del
presente trabajo fue evaluar la capacidad antioxidante e inhibitoria de la enzima convertidora de
angiotensina de los extractos acuosos < 3 kDa obtenidos de la fermentacion de harina de gusano
de la harina (Tenebrio molitor) y chapulin (Sphenarium purpurascens) empleando cepas

especificas de Lactococcus lactis.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Insectos: Caracteristicas Generales y Distribucion Geografica

Los insectos, del latin insectum “con cuerpo con muescas o dividido”, pertenecen al grupo de
artrépodos y se caracterizan por poseer un exoesqueleto quitinoso, su cuerpo esta dividido en tres
partes (cabeza, torax y abdomen), tienen tres pares de patas articuladas, ojos compuestos y dos
antenas. Se estiman que existen entre 6 y 10 millones de especies a nivel mundial, y tienen la
capacidad de adaptarse facilmente a las condiciones ambientales (Van Huis ef al., 2013; Gullan et
al., 2014).

En los ecosistemas terrestres representan una gran parte de la biomasa, ademas cumplen un papel
fundamental en el control bioldgico, polinizacién y bioconversion de material organico en
descomposicion. Es asi que, entre todas las especies conocidas mas del 75% son insectos y se
caracterizan por ser de tamafio pequefio, requiriendo poco espacio para su crianza y una cantidad
de alimento menor en comparacidon con otros animales como el ganado y aves (Van Huis et al.,
2013; Gullan et al., 2014).

Adicionalmente, un gran porcentaje de insectos forman parte de la gastronomia de muchos paises
debido a su composicion nutrimental (Van Huis et al., 2013; Gullan et al., 2014), por lo que, los
insectos comestibles son un recurso renovable natural cominmente consumidos por un tercio de la
poblaciéon mundial, siendo América Latina, Africa, Asia y algunas partes de Australia, donde
principalmente se consumen (Figura 1) (Wageningen University & Research, 2018) (Ramos-
Elourdy, 2007; Van Huis et al., 2013).

Recientemente en América del Norte ha aumentado el interés por el consumo de insectos, mientras

que en otras partes del mundo son consumidos normalmente, tal y como se muestra en el Cuadro 1.
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Figura 1 Numero de insectos comestibles por pais. Fuente: Centro de Informacion Geografica. Universidad
de Wageningen, basada en datos compilados por Jongema, 2012.

Cuadro 1 Insectos consumidos en el mundo

Pais

Diversas regiones
circumpolares del mundo
(Groenlandia, Canada,
Estados Unidos y el este de
Rusia)

EE. UU.

India

Tailandia

China

Australia

Insecto
Moscas Hypoderma
(Oedemagena) tarandi (L.) y
Cephenemyia trompe (M.)

Grillo  (Acheta  domesticus),
gusano de la harina (7enebrio
molitor)

Alrededor de 80 especies de
insectos comestibles.

langostas, grillos, chinches
gigantes de agua, orugas de
bambu, escarabajos, larvas y
hormigas del gorgojo de la palma
20 especies de insectos

Hormigas meliferas
(Myrmecocystus)

Referencia

Halloran et al.,2018

Hanboonsong et al.,
2010

Feng et al, 2018
Quirce, Felippini y
Mico, 2013
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Indonesia

Camboya
Espaiia
Argentina
Francia
Africa
Vietnam

Varios paises

Saltamontes, grillo, termitas,
larvas del gorgojo de la "palma de
sagu y de abeja

Tarantulas gigantes

Saltamontes, grillos, crisalidas de
gusanos de seda

Orugas

Gusanos de la harina, moscas,
grillos, saltamontes, hormigas
Termitas

Grillos

Escorpiones, lombrices,
mariposas, gusanos del bambn,
cigarras

En México hay registro de 549 especies de insectos comestibles, los cuales son consumidos a lo

largo del territorio mexicano (Figura 2), ademas son el alimento de muchos grupos étnicos,

(Ramos-Elourdy, 2006).

Figura 2. Distribucion de insectos comestibles en México. Fuente: Ramos-Elourdy, 2006
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Entre los insectos que se consume en México esta el “gusano del mezquite” Thasus gigas, y las
hormigas Myrmecosistus melliger y M. mexicanus, las cuales se encuentran en areas planas de
zonas aridas y sus nidos estan bajo tierra. Otro insecto que se encuentra ampliamente distribuido
en toda la Republica Mexicana es la avispa Polybia Mocc. Nigratella (Fernandez, 1989; Ramos-
Elourdy y Pino, 2003; Ramos-Elourdy, 2006).

Los escamoles (Liometopum), el gusano del agave blanco (4egiale hesperiaris Walk.), larvas del
gusano Opuntia (Laniifera cyclades D.), el gusano del maiz (Helicoverpa zea B.), el gusano
soldado hormiga (Spodoptera frugiperda S.), gusano del agave rojo (Xyleutes
redtembacheri Hamm.) y el gorgojo Scyphophorus acupunctatus son ejemplos de insectos
consumidos en el estado de Hidalgo.

Mientras que en Oaxaca se consume el chapulin del género Sphenarium, en Hidalgo los amues, los
jumiles (Atisis Taxcoensis) en Morelos y Guerrero, las hormigas chicatanas (Atta mexicana) en
Chiapas y Veracruz, asi mismo en Chiapas se consume la cuetla, que es la larva de la mariposa
Latebraria amphypiroides (Ramos-Elorduy & Pino, 2001; Ramos-Elourdy, 2007).

Por otra parte, la produccion de insectos de manera industrial en México, es reciente, y, entre los
insectos que se comercializan se encuentran el gusano de la harina (7. molitor) (Optiprot®)
(Carreno, D. 2020) y grillo (Acheta domesticus) (Griyum®) (Urrejola, J., 2019). Sin embargo, es
de interés, evaluar cudl es el impacto ambiental que se genera, durante la produccién de insectos

comestibles.

2.2. Impacto Ambiental del Cultivo de Insectos

Investigaciones respaldan el potencial uso de los insectos como fuente de proteinas, que puedan
contribuir para abastecer la necesidad de alimentos en el mundo. La produccion de insectos, posee
ventajas ambientales, en comparacion con la produccién de animales convencionales, pues su
produccion genera menos presion ecoldgica debido a que no contribuyen considerablemente a la
emision de gases de efecto invernadero, ademas de ser altamente sostenibles al necesitar menos

cantidad de alimento, agua y suelo, disminuyendo asi la erosion de la tierra; por otra parte
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contribuyen a la seguridad alimentaria, debido a su consumo y a que pueden generar ingresos
cuando son comercializados (Van Huis y Oonincx, 2017; Wendin et al., 2019).

Por otra parte, a pesar del bajo impacto ambiental, generado durante su produccion, es importante
considerar cuales son los problemas ambientales que se generan durante la misma (Figura 3).
Ademéds, se ha reportado que los niveles de emision (CO2, N>O, NH3) directas e indirectas,
producidas por los insectos, son mas bajos que los reportados para ganado convencional. Todos
estos factores, que evaluan el impacto que se puede generar al medio ambiente por cierto tipo de
producto a lo largo de toda la cadena alimenticia, en este caso de los insectos, es mediante la
evaluacion del ciclo de vida (LCA, por sus siglas en inglés). Actualmente se conocen LCA del
gusano de la harina, grillo doméstico, moscas soldado negro y moscas domésticas (Miglietta et al.,

2015; Smetana et al, 2016, Halloran et al., 2017).
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Figura 3. Problemas ambientales involucrados cuando los insectos se cosechan o cuando se crian
como animales de produccion o mini ganado. Adaptado de: Van Huis y Oonincx, 2017.

2.3. Insectos Comestibles y su Valor Nutrimental

Desde siglos atras los insectos comestibles han desempefiado un papel importante en distintas
culturas alrededor del mundo. Estos han tenido impacto en diversos aspectos relacionados con las

tradiciones, la medicina, la auto conservacion y la alimentacion humana (Meyer-Rochow, 2009;
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Costa-Neto y Dunkel, 2016).

La entomofagia (consumo de insectos en la dieta), se ha reportado en 130 paises, siendo esenciales
en las dietas de aproximadamente 3071 grupos étnicos (Costa-Neto y Dunkel, 2016), y una practica
frecuente en al menos dos mil millones de personas alrededor del mundo (Van Huis et al., 2013;
Pal y Roy, 2014).

Existen alrededor de 2000 especies de insectos comestibles, de los cuales los escarabajos
(Coleoptera), orugas (Lepidoptera), abejas, avispas y hormigas (Himendptera) son los mas

consumidos a nivel mundial (Figura 4) (Jongema, 2012).

Especies por grupo
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Figura 4. Especies de insectos consumidos en el mundo. Fuente: Jongema, 2012.

En este sentido, debido a la gran diversidad de especies, la composicion nutrimental es diferente y
estan en funcidn de la especie, etapa metamorfica, habitat y factores de reproduccion como la dieta,
temperatura, agua y la ubicacion geografica, asi como del procesamiento del insecto para su
consumo, el cual puede modificar su valor nutrimental (FAO, 2017; Wendin et al., 2019).

Entre los principales componentes nutricionales, el contenido de proteina, es uno de los mas altos

el cual varia entre 20 y 70% (base seca), y generalmente contienen una alta proporcion de
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aminodcidos esenciales, seguido de las grasas, las cuales presentan una alta cantidad de 4cidos
grasos poliinsaturados y contienen omega 3 y 6, ademas contienen fibra, minerales como el
magnesio y el hierro, vitaminas como la D y B12. Son ricos en micronutrientes como el cobre,
manganeso, fosforo, selenio y zinc, contienen riboflavina, acido pantoténico, biotina y algunos
insectos tienen acido félico, dichos componentes los hacen muy atractivos para su consumo en la
alimentacion humana, y son comparables con otras fuentes de proteinas como la carne, el pescado
y la soya (Rumpold y Schliiter, 2013; Jongema, 2012; FAO, 2017; Wendin et al., 2019).

Por otra parte, los insectos contienen quitina en su exoesqueleto, la cual representa el 10% de la
biomasa total, y ésta puede ser considerada como fibra dietética en nuestro metabolismo
(Muzzarelli et al., 2012), ya que se han encontrado la presencia de quitinasas en jugos gastricos de
humanos; asi como AMcase y quitotriosidasas, pertenecientes a la familia de las 18
glicosilhidrolasas (Paoletti et al., 2007; Muzzarelli et al., 2012), por lo que los insectos comestibles
se pueden considerar como una fuente valiosa de fibra.

La composicion nutrimental de los insectos, ofrece una alternativa como fuente de proteina, con el
fin de satisfacer la demanda de la poblacion, ya que se prevé que para el afio 2050, la poblacion
alcanzara cifras de aproximadamente diez millones de personas. Debido a esto, la demanda de
alimentos ira incrementando constantemente, haciendo necesario el uso de otras fuentes
alternativas de proteina, ya que el aumento de la produccion agricola serd tan solo del 70%,
mientras que la demanda mundial de alimentos sera de un 100% (Wendin ef al., 2019). A pesar de
que los insectos pueden ser una fuente alternativa de proteina para consumo humano, éstos deben

cumplir con la legislacion de cada pais para poder ser comercializados y consumidos.

2.4 Legislacion

La regulacion sobre la produccion de alimentos es amplia en todos los paises, sin embargo, las
regulaciones sobre los insectos como alimento ain son escasas y varia de acuerdo a cada pais, lo
cual puede ser un obstaculo para el desarrollo de la industria de alimentos basados en insectos (Van
Huis et al., 2013).

En Europa, de acuerdo al Reglamento (UE) 2015/2283 del Parlamento Europeo y del Consejo, los
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insectos son considerados como nuevos alimentos una vez que estos se hayan avalado por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y aprobada por la Comision Europea (Zielinska, et
al. 2018; Wendin et al., 2019).

En suiza, s6lo el grillo (Acheta domesticus) y langosta (Locusta migratoriain), en etapa adulta, y
gusano de la harina (Tenebrio molitor) en etapa larvaria, pueden ser comercializados enteros o en
harina (FOAG, 2017). Mientras que, en Australia y Nueva Zelanda, el comité asesor de normas
alimentarias sobre “Novel foods” (ACNF) permite el consumo de super gusano de la harina
(Zophobas morio), grillo de casa (Acheta domesticus) y gusano de la harina (Tenebrio molitor)
(FSANZ 2018).

En Canada la normatividad expuesta por el ministerio de salud establece que los insectos que no
tienen historial de uso seguro como alimento (consumo reciente) pueden ser considerados como
“nuevos alimentos”, y deberan ser evaluados como tal, mientras que los insectos que no se
consideran “nuevos alimentos” se pueden ofrecer a la venta a los consumidores, siempre y cuando
cumplan con lo establecido por la Ley y Reglamentos de Alimentos y Drogas (Secciones 4, 5y 7
de la Ley y la Division 28 del reglamento) (Halloran et al., 2018).

En México, por el contrario, los insectos se consumen y comercializan ampliamente en la mayor
parte del territorio mexicano, y hasta el momento no existe una reglamentacion respecto al cultivo,
comercializaciéon y consumo (Elourdy, Pino, y Conconi 2006). Ademas de contar con una
regulacion para su produccion y consumo, es importante garantizar que el consumo de insectos sea

inocuo y no cause algin dafio potencial al consumidor.

2.5. Aspectos de Seguridad en el Consumo de Insectos

Para asegurar que el consumo de insectos es inocuo y seguro, es necesario evaluar los posibles
efectos adversos que estos pudieran generar al consumidor, puesto que el consumo de insectos es
una practica que se ha ido extendiendo como una nueva tendencia en ciencias de la alimentacion,
teniendo su mayor expansion desde el afio 2013, posterior a que la FAO y WUR publicara "Insectos
comestibles: perspectivas futuras para la seguridad alimentaria y la alimentacion" (Van Huis ef al.,

2013); desde entonces, el numero de publicaciones referentes a insectos ha aumentado
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considerablemente, sin embargo, a pesar de la basta informacion que existe sobre los beneficios de
los insectos, se encuentran algunos aspectos de inocuidad y alergenicidad, que complican su
propagacion (Gere et al., 2019).

Cuando se habla de insectos comestibles y su inocuidad, las autoridades de seguridad alimentaria
afrontan nuevos desafios, debido a que algunas de las especies de insectos pueden presentar riesgos
potenciales a la salud del consumidor, tales como quimicos, bioldgicos (microbianos y parasitarios)
o alérgicos (Figura 5). Por otra parte, se encuentra el hecho de que los insectos pueden ser
alimentados con casi todo (desde desechos hasta alimentos preparados (Belluco et al., 2013; Gere

etal., 2019).
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Figura 5. Desafios que enfrenta la industria de alimentos para asegurar el consumo de insectos.
Adaptado de Belluco et al., (2013)

Han et al. (2014), evaluaron la genotoxicidad del polvo liofilizado de gusano de la harina utilizando
un modelo con ratas Sprague-Dawley (SD) machos y hembras y se observé que el consumo de 3
g/kg de peso corporal/dia no provocod cambios significativos en la mutacion inversa, aberracion
cromosomica (in vitro en células de pulmén de hamster chino) y en micronucleos (in vivo en
ratones). Adicionalmente, no se observo cambios en células epiteliales, globulos rojos y globulos
blancos, asi como dafio en los 6rganos. Por lo que el consumo de dicho insecto, en las condiciones
estudiadas, no representa un riesgo a la salud.

Por otra parte, las reacciones de alergenicidad que pudiera presentarse por el consumo de insectos

es debido a que algunas especies contienen proteinas de tipo tropomiosinas, las cuales reaccionan
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de forma cruzada similar a las reacciones alérgicas provocadas por una proteina miofibrilar
presente en camarones y crustaceos (Palmer, 2016). Dicha proteina miofibrilar es un alérgeno que
consta de un dimero en espiral de 35-38 kDa; ademas se ha reportado una identidad en la secuencia
de la tropomiosina (75-85 %) presente en acaros y en algunos artropodos como el grillo (Pedrosa
et al, 2015).

Asi mismo se han identificado otros alérgenos menores de artropodos, tales como la cadena ligera
de miosina, fructosa bifosfato aldolasa, actina, enolasa, a-tubulina y la B-tubulina (Phiriyangkul et
al., 2015; Van Broekhoven et al., 2016).

Se ha evaluado la reaccion cruzada de IgE en muestras de gusano de la harina (7- molitor, Zophobas
(Zophobas atratus) y coledptero de la cama (Alphitobius diaperinus) después ser tratadas
térmicamente y de ser sometidas a un proceso de digestion gastrointestinal. Los resultados
mostraron reactividad cruzada con tropomiosina, a-amilasa o arginina quinasa demostrando asi
que las personas alérgicas a los acaros del polvo o a los crustaceos, pueden estar en riesgo al
consumir éstos tipos de insectos, puesto que, aunque el procesamiento con calor y la digestion in
vitro disminuyeron la reaccion cruzada, no la eliminaron (Van Broekhoven ef al., 2016).

También se ha evaluado el potencial alergénico de la langosta de Bombay (Patanga succincta)
antes y después de un proceso de coccion (fritas). Cuando la langosta se someti6 al proceso de
freido se observo la presencia de hexamerina, piruvato quinasa, enolasa y gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) como alérgenos, mostrando asi el efecto que puede tener el
procesamiento térmico en la alteracion de alergenicidad de los alérgenos presentes en los insectos
(Phiriyangkul et al., 2015).

De igual manera, se evalu6 la alergenicidad de hidrolizados de proteina de grillo. Proteinas de
grillos no hidrolizados o parcialmente hidrolizados (15 a 50%) reaccionaron positivamente a la
tropomiosina, mientras que a mayor porcentaje de hidrolisis (60 a 85%) no presentaron tal reaccion.
Estos resultados indicaron que a mayor grado de hidrolisis disminuye el efecto alergénico (Hall et
al. (2018).

Ademés, Stull et al. (2018) mediante un ensayo cruzado aleatorio doble ciego, evaluaron el efecto
del consumo de 25 g de polvo de grillo/dia en la composicioén de la microbiota intestinal, seguridad
y tolerancia al consumo. Observaron que el consumo de grillo es tolerable y no toxico a la dosis
estudiada, de acuerdo a los parametros de signos clinicos, peso corporal y de drganos, consumo de

alimentos, oftalmologia, andlisis de orina, hematologia, quimica del suero y examen
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histopatologico. Asi mismo observaron el aumento de la bacteria probiotica Bifidobacterium
animalis, la cual aumento 5.7 log durante el consumo del polvo de grillo, asi mismo relacionaron
su consumo con la reduccion de TNF-a en plasma, sugiriendo que el consumo de grillo puede
ayudar a mejorar la salud intestinal y a reducir la inflamacién sistémica.

Por lo anterior, los insectos podrian ser una alternativa de proteinas en la formulacion de alimentos,

contribuyendo asi a la seguridad alimentaria.

2.6. Incorporacion de los Insectos en la Industria de Alimentos

A pesar de que el consumo de carne es de gran importancia por sus proteinas y otros nutrientes, en
los ultimos afios, ha surgido el interés en buscar nuevas alternativas de proteina que sustituyan a la
carne, puesto que es uno de los mayores contribuyentes del cambio ambiental, en cuanto a
emisiones de gases de efecto invernadero, uso de la tierra y agua, ademads, se ha aumentado la
preocupacion por el bienestar animal, la salud humana y las direcciones de produccioén (Van der
Weele, 2019).

Recientemente, la industria de los alimentos a explorado el uso de ingredientes alternativos que se
semejan a la carne, tales como tejidos de animales poco convencionales (e.g., bisonte, avestruz),
asi como la carne cultivada y productos veganos (proteina de plantas y algas). Otra tendencia
alimentaria que ha tomado gran relevancia es el consumo de insectos como alimento, debido a su
aporte nutrimental. Sin embargo, el consumo de alimentos que incluyan en su composicion insectos
es relativamente bajo y poco explorado (Van der Weele, 2019).

Entre los productos que han sido desarrollados a base de insectos se encuentran sustitutos de carne
(concentracion de 15 a 50% de materia seca), desarrollando asi un producto similar a la carne en
cuanto a textura, dureza y composicion de proteinas. Otro producto fue elaborado a partir de 40%
de proteina del gusano de la harina menor o escarabajo de la camada (A/phitobius diaperinus) con
5 0 10% de fibra de soya (materia seca), obteniendo una mezcla similar a la carne con 25 y 30.8%
de contenido de proteina (Smetana ef al. 2018).

Adicionalmente, la aceptabilidad de los productos ha sido evaluado. En un estudio realizado por

Emergido et al. (2016), se evalud la aceptacion de cuatro mezclas de hamburguesas (carne de res /
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lentejas / gusanos de la harina / carne de res, gusanos y lentejas), observando que la aceptacion
estaba influenciada por la apariencia y sabor, por lo que la hamburguesa a base de insectos recibio
una calificacion intermedia, y los panelistas mostraron una mayor preferencia por la hamburguesa
de gusano de la harina y la de carne.

En México, recientemente ha aumentado el consumo de insectos integrados en alimentos de manera
industrial. Uno de los ejemplos de empresas que comercializan insectos en forma de alimentos es
Winkos®, empresa que crea botanas a base de harina de chapulin (S. purpurascens), asi como
Gricha®, empresa que comercializa galletas elaboradas con chapulin (S. purpurascens), por otra
parte, se encuentran las empresas que distribuyen insectos en forma de harina, tales como Griyum®,
que comercializa harina de grillo (Acheta domesticus) y OptiProt®, empresa que comercializa
harina de gusano de la harina (7Tenebrio molitor).

Por otra parte, ademas del desarrollo de productos, los insectos pueden usarse como fuente de
proteinas funcionales para uso en la industria de alimentos. Hall et al. (2017), demostraron que los
hidrolizados de proteina de grillo (Gryllodes sigillatus) presentan diversas propiedades tecno-
funcionales. Los hidrolizados mostraron 30% de solubilidadapH de3y 7 yun50a90% apH 8 y
10, (respecto al testigo no hidrolizado), mientras que el indice de actividad de emulsion se encontro
entre 7y 32 m? / g y la formacion de espuma de 100 y 155% para todos los hidrolizados.

En otro estudio realizado por Mishyna et al. (2019), se evaluaron las propiedades funcionales de la
proteina soluble de saltamontes comestibles (Schistocerca gregaria) y de abejas (Apis mellifera),
las cuales fueron extraidas con tres métodos distintos, encontraron resultados similares de
funcionalidad a los reportados por Hall et al. (2017), quienes observaron que los métodos de
extraccion modificaban las propiedades funcionales de las proteinas. Los autores encontraron que
en los extractos con sonicacion la mayor estabilidad de la emulsion se logré después de 120
minutos. La mayor estabilidad (74.1 %) de la espuma se encontrd en las fracciones de extractos de
saltamontes, obtenidos con soluciones alcalinas, mientras la estabilidad de la espuma fue de 55.5
% para la fraccion de abeja obtenida por sonicacion, a diferencia del polvo crudo y desgrasado, lo
cual sugiere el potencial uso de los insectos para su aplicacion en alimentos.

Zielinska, et al. (2017b) evaluaron las propiedades tecno-funcionales de las proteinas de tres
especies de insectos comestibles, a saber, grillo casero tropical (Gryllodes sigillatus), langosta del
desierto (Schistocerca gregaria) y gusano de la harina (Tenebrio molitor), obtenidas mediante

hidroélisis con NaOH. Los resultados mostraron que la capacidad de retencion de agua fue mas alta
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para las proteinas del gusano de la harina, mientras que la mayor capacidad de retencion de aceite
la present6 el hidrolizado del grillo casero, asi mismo presentd la mayor capacidad de espuma,
estabilidad de espuma y actividad emulsificante. Por otra parte, las proteinas de la langosta del
desierto mostraron la mayor actividad de estabilidad de la emulsion.

Por otra parte, Purschke et al. (2018), observaron que la hidrolisis enzimética (por las proteasas:
alcalasa, neutrasa, flavouryzyme, papaina) de la langosta migratoria (Locusta migratoria L.)
mejoraban las propiedades tecno-funcionales de la proteina, es decir, mayor actividad
emulsionante, mayor capacidad de formacioén de espuma y capacidad de unidn al aceite, lo cual
demuestra su potencial uso en la industria de alimentos.

Los insectos ademds de ser una fuente de proteinas para consumo, éstos pueden ser también una
fuente de obtencion de péptidos bioactivos que puedan ejercer un efecto benéfico a la salud humana
ya sea en forma de nutracéuticos o formando parte de un alimento funcional (Venegas - Ortega, et

al,, 2019).

2.7. Insectos como Fuente de Péptidos Bioactivos

2.7.1. Péptidos Bioactivos

Los péptidos bioactivos son pequeias secuencias de aminoacidos unidos covalentemente por
enlaces peptidicos, que se encuentran encriptados de forma inactiva dentro de la secuencia de una
proteina nativa, y que al ser liberados pueden presentar un efecto positivo en la salud (Karami y
Akbari-adergani, 2019; Chauhan y Kanwar, 2020).

Los péptidos bioactivos son capaces de ejercer un papel importante en la regulacion y modulacion
metabolica; ya que estos pueden desencadenar respuestas fisiologicas en el cuerpo influyendo en los
efectos protectores contra algunas enfermedades y sus factores de riesgo, ya que se ha reportado que
éstos, después de ser digeridos, pueden ser absorbidos en el intestino, entrar a circulacion sistémica
y llegar a través del torrente sanguineo hasta la célula Diana donde ejerceran el efecto benéfico en el

organismo (Erdmann, et al., 2008; Hall et al., 2018; Karami y Akbari-adergani, 2019).
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Dichos péptidos pueden obtenerse mediante diversos procesos tales como sintesis recombinante de
ADN (basada en el uso de técnicas de clonacion y uso de ribosomas de los sistemas biologicos para

la formacion de péptidos), hidrolisis enzimatica, quimica, y microbiana (Figura 6).

Fuente de proteina

Métodos de produccidén de péptidos
bioactivos:

1) Sintesis recombinante de ADN
2) Hidroélisis enzimatica

3) Hidrélisis quimica

4) Hidrélisis microbiana

a%bcgbog

Extr3001on1% purificacion

&Y -

péptidos bioactivos cadena de péptidos de
desecho

Figura 6. Métodos de obtencion de péptidos bioactivos. Fuente: adaptado de Chauhan y Kanwar
(2020).

2.7.1.1. Métodos de obtencion de péptidos bioactivos

Sintesis recombinante de ADN: la obtencion de péptidos por la tecnologia de ADN recombinante

implica el uso de métodos modernos de clonacidén y expresion genética en microorganismos, tales
como E. coli, B. subtilit y B. megaterium, que producen un péptido recombinante o muchos
péptidos diferentes simultdneamente (Wang et al., 2011).

Hidroélisis enzimatica: Se utilizan enzimas de tipo proteasas, en forma inmovilizada o libre para la

catalisis de los de enlaces peptidicos. Algunas de las enzimas mas utilizadas son quimiotripsina,

pepsina, termolisina, papaina, tripsina y subtilisina (Boeriu et al., 2010). Para éste método es
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importante considerar diversos factores que pudieran influenciar en las actividades biologicas de

los péptidos obtenidos (Figura 7).

Temperatutra
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Figura 7. Factores que influyen en las actividades biologicas de los péptidos obtenidos por
hidrolisis enzimatica. Adaptado de Karami y Akbari-adergani, 2019.

Hidrélisis quimica: Es el método mas antiguo utilizado para la obtencioén de péptidos bioactivos,

para lo cual se utilizan distintos reactivos quimicos para la activacion del grupo carboxilo
(RCOOH) del aminoacido, que a su vez donara el grupo acilo (R- CO-) para la formacion de
enlaces peptidicos (Machado et al., 2004).

Fermentacion: En la obtencion de péptidos bioactivos mediante fermentacion se utilizan
microorganismos en lugar de las enzimas purificadas, en donde la naturaleza del microorganismo
utilizado determinari el tipo, cantidad y la actividad de los péptidos bioactivos que se produciran
(Chauhan y Kanwar, 2020).

En este sentido, se han utilizado diversos tipos de microorganismos para la obtencion de péptidos
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bioactivos a partir de la fermentacion de diversas matrices alimenticias, siendo las bacterias acido
lacticas las mas utilizadas. El sistema proteolitico de las bacterias disminuye la complejidad de las
proteinas para usarlas en su metabolismo, ademas, durante el proceso se generan péptidos simples
los cuales pueden presentar diversas bioactividades (Daliri, ef al., 2017).

El sistema proteolitico de las BAL (Figura 8) consiste principalmente en: a) proteinasas de
envoltura celular, que degradan la caseina extracelular (proteina de la leche) en oligopéptidos b)
transportadores de péptidos que absorben los péptidos en la célula y c) diversas peptidasas
intracelulares (Christensen et al., 1999; Savijoki ef al, 2006) mediante las cuales transforman los
péptidos en péptidos mas pequeios y aminoacidos, que utilizaran para llevar a cabo diversas
funciones fisiologicas, como el control de pH intracelular, generacion de energia metabolica,
resistencia al estrés y biosintesis de proteinas, asi mismo, algunos de estos péptidos pueden

presentar alguna bioactividad (Fernandez y Zuiiga, 2006).

AOX IECA Opiocides
Inmunomoduladores

néptidos derivados de
caseinas (4-18 residuos
de aminoacidos)

péptidos (2-4 residuos
de aminoacidos)

PepQ Pepv
PepT
e e - Amino acidos libres Pepl Pepl
m m L :9: M m

Figura 8. Representacion esquematica del modo de accion del sistema proteolitico de los
Lactococcus en las caseinas. PrtM, proteina responsable de la maduracion de PrtP; PrtP, proteinasa
de la pared celular. Sistemas de transporte peptidico: Opp, transportador de oligopéptidos; DtpT,
transportador de di- y tripéptidos hidrofilicos; Dpp, sistema de transporte de di- y tripéptidos
hidrofobicos. Peptidasas intracelulares: endopeptidasas PepO y PepF; aminopeptidasas generales
PepN y PepC; aminopeptidasas especificas PepX, PepP y PepL, iminopeptidasa Pepl, tripeptidasa
PepT, prolidasa PepQ, dipeptidasas PepD y PepV y prolinasa PepR. Adaptado de Savijoki et al.,
(2006).
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2.7.2. Péptidos Bioactivos de Hidrolizados de Proteinas de Insectos

Se han realizado diversos estudios para evaluar el potencial uso de las proteinas de insectos como
fuente de péptidos bioactivos, siendo la hidrolisis enzimatica el método de obtencion mas comun.
Los péptidos antihipertensivos obtenidos mediante hidrolisis enzimatica de la proteina de insectos,
son los que mas se han estudiado (Vercruysse et al., 2009; Tao et al., 2017; Hall et al.,2018).
Adicionalmente, se han obtenido péptidos con otras bioactividades (Cuadro 2), como actividad
antitumoral (Hu et al., 2005), actividad antiobesogénica (Lee ef al., 2012) y actividad antioxidante
(Yang et al., 2013). Ademas, se han aislado péptidos antimicrobianos con un amplio espectro de
actividad y con baja citotoxicidad (Otvos, 2000); lo cual demuestra el potencial uso de los insectos
comestibles, los cuales podrian usarse en forma de nutracetticos (e.g. capsulas con péptidos

bioactivos) o como ingredientes en alimentos funcionales.

Cuadro 2. Bioactividades evaluadas de péptidos bioactivos obtenidos por hidrodlisis enzimatica a
partir de insectos.

Insecto

Enzima

Bioactividad evaluada

Referencia

Grillo rayado (Gryllodes
sigillatus

alcalasa y digestion
gastrointestinal
simulada (pepsina,
sales biliares y
pancreatina)

actividad antioxidante,
inhibicion de la enzima
convertidora de
angiotensina (ECA) y de
la dipeptidil peptidasa-4
(DPP-1V)

Hall et al., 2018

Larva de gusano
amarillo de la harina
(Tenebrio molitor L)

alcalasa

Inhibicion de la ECA

Daietal, 2013

Cucaracha dubia
(Blaptica dubia),
Langosta migratoria
(Locusta migratoria),
cucaracha gigante de
Madagascar
(Gromphadorhina
portentosa) y
supergusano (Zophobas
morio)

digestion
gastrointestinal in
vitro (pepsina, sales
biliares y pancreatina)

Actividad antioxidante

Zielinska et al.,
2017a
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Larvas de gusano de la

harina (Tenebrio digestion

molitor), langostas gastrointestinal in

adultas (Schistocerca vitro (pepsina, sales Actividad antioxidante y Zielinska et al.,
gregaria) y grillos biliares y antiinflamatoria 2017b

adultos (Gryllodes pancreatina)y

sigillatus), pre tratadas absorcion

térmicamente

Mosca doméstica (musca Alcalasa ®y .. . Wang et al.,
domestica) Flavourzyme ™ Actividad antioxidante 2013

gzjgno de seda (Bombyx Alcalasa Actividad antioxidante ~ Liu et al., 2017
Larvas de mosca soldado .. . Mintah et al.,
(Hermitia illucens) Alcalasa Actividad antioxidante 2019

2.7.3. Fermentacion de Insectos

En los ultimos afios, la fermentacion de insectos se ha usado para la elaboracion de productos de
consumo humano. Por ejemplo, Mouritsen et al. (2017) elaboraron salsas fermentadas tipo
“garum”, utilizando larvas de polilla de cera (Galleria mellonella) y saltamontes (Locusta
migratoria), fermentadas con koji-kin (Aspergillus oryzae).

Asi mismo, elaboraron un producto fermentado marinado a base de larvas de gusano de la harina
(T. molitor) utilizando un cultivo iniciador comercial para carne Bactoferm F-LC (Chr. Hansen,
E.E.U.U.), el cual que consiste en una mezcla de Pediococcus acidilactici, Lactobacillus curvatus
y Staphylococcus xylosus. Posteriormente, los mismos autores, fermentaron una pasta de gusano
de la harina (7. molitor) utilizando 6 distintos cultivos iniciadores, a saber. Lactococcus
lactis, Lactobacillus curvatus, L. farciminis, L. plantarum, L. sakei y Pediococcus acidilactici
(Borremans et al., 2018).

Por otra parte, Cho et al. (2018), elaboraron un condimento liquido fermentado a base de larvas de
gusano de la harina (7. molitor), mediante el proceso de fermentacion de la salsa de soja, utilizando
Aspergillus oryzae y Bacillus licheniformis. Mientras que Zhao et al. (2018), elaboraron salsas de
gusano de la harina (Tenebrio molitor), grillo (Gryllus bimaculatus) y gusano de seda (Bombyx
mori).

Aunque la obtencion de péptidos bioactivos a partir de proteinas de insectos, ha sido en gran parte
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mediante el uso de enzimas comerciales, algunos estudios han evidenciado la capacidad de
diferentes microorganismos, incluyendo BAL, para la obtencion de péptidos bioactivos a partir de
distintas fuentes proteicas, tales como leche, carne, vegetales e incluso a partir de la proteina de
insectos, aunque este ultimo caso ha sido poco estudiado.

En la Cuadro 3, se mencionan algunos estudios donde se han obtenido diversos péptidos bioactivos
a partir de la fermentacion de diversos insectos.

Como se menciond anteriormente, diversos estudios han demostrado que cepas de Lactococcus
lactis aisladas de productos lacteos regionales, tienen la capacidad de liberar péptidos con actividad
antioxidantes e inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) durante la
fermentacion de leche (Rodriguez-Figueroa et al., 2012; Beltran-Barrientos et al, 2018), sin
embargo, no se ha explorado la capacidad de éstas cepas para fermentar proteina de insectos y

liberar péptidos con actividad antioxidante y/o inhibidores de la ECA.
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Cuadro 3. Bioactividades evaluadas de péptidos bioactivos obtenidos mediante la fermentacion de insectos.

Insecto

Microorganismo

Bioactividad evaluada

Referencia

Gusano de seda (Bombyx mori

L.

Bacillus subtilis /Lactobacillus

hilgardii

antioxidante, fibrinolitica

Cha et al., 2009

Gusano de seda (Bombyx mori
L.)

Bacillus subtilis y Aspergillus

kawachii

actividad antioxidante y

fibrinolitica

Chaetal., 2011

Bacillus subtilis KACC 91157

actividad antioxidante,

fibrinolitica, y antiproliferativa

Kim et al. 2017a

efecto hepatoprotector

Kim et al. 2017b

larvas de escarabajo Protaetia

brevitarsis seulensis

Lactobacillus plantarum JBMI
F3, L. plantarum JBMI FS5,
Lactobacillus gasseri Ba9,

Aspergillus kawachii KCCM
32819, Saccharomyces cerevisiae
KACC 9302 y Bacillus subtilis
KACC 91157

actividad antioxidante y

actividad fibrinolitica

So-Yeon et al. 2018

Bacillus subtilis KACC 91157

actividad antioxidante y

actividad fibrinolitica

So-Yeon et al. 2019
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3. HIPOTESIS

Extractos obtenidos de la fermentacion de gusano de la harina (Tenebrio molitor) y chapulin
(Sphenarium purpurascens) con cepas especificas de Lactococcus lactis presentan actividad

antioxidante e inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad antioxidante e inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina de los
extractos < 3kDa obtenidos de la fermentacion de harina de gusano de la harina (Tenebrio molitor)

y chapulin (Sphenarium purpurascens), empleando cepas especificas de Lactococcus lactis.

4.2. Objetivos Especificos

1. Establecer las condiciones de fermentacion de harina de gusano de la harina (7enebrio
molitor) y chapulin (Sphenarium purpurascens) por las cepas de estudio.

2. Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos < 3kDa obtenidos a partir de la
fermentacion de harina de gusano de la harina y chapulin.

3. Evaluar la actividad inhibitoria de la ECA de los extractos < 3kDa obtenidos a partir de la

fermentacion de harina de gusano de la harina y chapulin
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Medios de Cultivo y Reactivos

Los materiales que se utilizaron en la presente investigacion fueron: caldo M 17, Peptona (DIFCO,
Detroit, MI, EE.UU.), el kit DC Protein Assay (BioRad Laboratories, INC, Hércules, CA, EE.UU.).
Tetraborato de sodio (Na2B4O7), cloruro de sodio (NaCl), acetato de etilo, Hippuril-L-Histidil-L-
Leucina, acido clorhidrico (HCl), hidréxido de sodio (NaOH), enzima convertidora de angiotensina
(ECA) (Pulmon de conejo, EC. 3.4.15.1, 5 unidades), fosfato de sodio (NaHPOs), fosfato disodico
(Na2HPOg4), alblimina sérica bovina (BSA), radical cation ABTS (4cido 2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox),
fluoresceina, 2,2"-azobis (2-amidinopropano) dihidroclorado (AAPH), 2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazilo (DPPH), acido tricloroacético (TCA), carbonato de calcio y reactivo de Folin-
Ciocalteu, fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU.). Mientras
que Fluoraldehyde™ o-Phthaldialdehyde (OPA) de Thermo Fisher (Ciudad de México, México.),
la membrana de 3 kDa (0.22 um, Ultracel Amicon Ultrafiltration Discs) de Millipore, (Billerica,
MA, EE.UU.) y el TPTZ (2.,4,6-tripiridil-s- triazina) se adquirié de Fluka (parte de Sigma Aldrich
Co. LLC, Gillingham, Reino Unido).

5.2. Cultivos Bacterianos de Trabajo

Las cepas de trabajo fueron Lactococcus lactis NRRLB-50571 y NRRLB-50572, las cuales fueron
previamente aisladas de requeson y queso Chihuahua, respectivamente (Gutiérrez-Méndez, ef al.,
2008). Estas cepas forman parte de la coleccion de bacterias acido lacticas del Laboratorio de
Quimica y Biotecnologia de Productos Lacteos de la Coordinacion de Ciencia y Tecnologia de

Alimentos de Origen Animal, del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C.

40



5.3. Preparacion de las Muestras de Harina de Gusano de la Harina y Chapulin

La harina de gusano de la harina (Tenebrio molitor) fue obtenida de la empresa OptiProt®
(Cuernavaca, Morelos, M¢xico), mientras que las muestras de chapulin (Sphenarium
purpurascens) fueron obtenidas de un mercado tradicional en la ciudad de Oaxaca, Oaxaca. En el
caso especifico de las muestras de chapulin, se realizd un proceso de lavado durante 30 min y
agitacion constante, utilizando agua purificada, y haciendo recambio de agua a los 15 minutos,
posteriormente, se secaron a temperatura ambiente durante 24 h. Una vez obtenida la muestra seca,
se molieron (molino de café Hamilton Beach, EE.UU.) y ambas (gusano de la harina y chapulin)

fueron desgrasadas utilizando el método de Soxhlet (Ribeiro et al., 2019).

5.4. Preparacion de las Muestras a Inocular

Las muestras de harina (gusano de la harina y chapulin) se disolvieron al 0.5 % en PBS pH 7.0
+0.02 (usando la mitad de PSB para completar con el caldo M17), y se homogenizaron utilizando
un agitador mecénico (VWR® Analog Vortex Mixer™, West Chester, PA, EE.UU.) a 1500 rpm
(velocidad 5) durante 30 s. Posteriormente se sometieron a un tratamiento térmico (110 °C, 10 min)
y a un tratamiento de sonicacion (30 min, 50°C) empleando un procesador ultraséonico (VWR
Aquasonic™ 50D, Ultrasonic Cleaner, San José¢, CA, EE.UU.) con un ajuste de 9 (50Hz), por otra
parte, el caldo M17 se prepar6 (concentrado a la mitad) y se esterilizé por separado (121 °C, 15

min), finalmente se mezclaron en condiciones de esterilidad y se adiciond 5% de lactosa estéril.

5.5. Caracterizacion Fisicoquimica

La caracterizacion fisicoquimica de las muestras de harina se llevd a cabo siguiendo los
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lineamientos de la AOAC (2000). Las pruebas realizadas fueron humedad, grasa, cenizas, fibra

cruda y proteina. Cada determinacion se realizo por triplicado.

5.5.1. Humedad

La humedad de las muestras se determind mediante la pérdida de peso por calentamiento en estufa.
La pérdida de peso se expresd como porcentaje. Se pesé un gramo de muestra en un crisol ajustado
previamente a un peso constante. Los crisoles con muestra fueron colocados en una estufa (VWR
Sheldom 1350 GM, EE.UU.) a una temperatura de 100 °C £+ 2 °C por 4 h, posteriormente, los
crisoles con la muestra seca se colocaron en un desecador por 20 min, y se registrd el peso,
nuevamente, los crisoles se colocaron 30 min en la estufa y 20 min en el desecador. Este
procedimiento se repitid hasta obtener un peso constante de las muestras. Los calculos para
determinar el contenido de humedad a partir de la pérdida de peso de la muestra se calcularon con

la siguiente formula:

(M1 —M2) .

% de humedad = 100

Donde:

M1 = peso del crisol mads muestra himeda.
M2 = peso del crisol mas muestra seca.

M = peso de la muestra.

Las muestras secas se utilizaron para determinar el contenido de grasa.

5.5.2. Grasa

La determinacion de grasa cruda se realizo por el método Soxhlet. Se peso 1.5 g de muestra en un
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papel filtro colocado dentro de un cartucho de extraccion, ambos previamente pesados. El cartucho,
con la muestra, se colocd en el tubo de extraccion. Se utilizdo un matraz con 50 mL de éter de
petroleo, y se realizé el proceso de extraccion durante 6 h. Una vez finalizada la extraccion se
elimind el solvente por evaporacion (Centrivap concentrator LABCONCO, EE.UU.),
posteriormente, el matraz con la muestra de grasa se llevo a secado en una estufa (VWR Sheldom
1350 GM, EE.UU.) a 100 £ 2 °C por 10 min, se enfrié en desecador y se registro el peso (Sartorius

AG Goettingen, EE.UU.). El porcentaje de grasa se calcul6 con la siguiente ecuacion:

(M1 — M2)

% de grasa cruda = ( v

) * 100

Donde:
M= peso de la muestra
MI1= peso del matraz sin muestra

M?2= peso matraz con grasa

5.5.3. Fibra Cruda

La fibra cruda en la muestra se determin6 mediante el método libre de asbesto.

Se pesd 1 g de muestra seca desgrasada y se colocd dentro de un matraz bola de 250 mL, y se le
adicionaron 50 mL de una solucidn de acido sulftrico al 1.25 %. El matraz se colocd en una parrilla
de calentamiento (Corning hot plate Scholar PC-170, EE.UU.) a 80°C y se conect6 a un sistema de
refrigeracion durante 30 min para su digestion. El matraz se agit6 periddicamente para evitar que
los solidos se adhirieran a las paredes. La muestra digerida se filtr6 (embudo buchnner) y se
realizaron dos lavados (25 mL de agua hirviendo) en el matraz que contenia la muestra y se volvio
a filtrar. Después, se coloco nuevamente la muestra en el matraz y se adicionaron 50 mL de solucion
de hidroxido de sodio al 1.25% y se colocd en una parrilla de calentamiento (80°C) y se conect6 al
sistema de refrigeracion por 30 min. Posteriormente, las muestras se filtraron y se realizaron tres

lavados consecutivos. El primer lavado fue con 10 mL de 4cido sulfurico al 1.25%, el segundo con
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10 mL de agua caliente (50 °C) y el tercero con 10 mL de etanol. La muestra lavada se transfiri6 a
un crisol a peso constante, se secd por 2 h a 100 £+ 2 °C, se enfrio en un desecador durante 20 min
y se peso. Posteriormente, se carbonizé el contenido del crisol en el mechero y se calcin6d durante
30 min a 500 °C en una mufla (Thermolyne Thermo Scientific, EE.UU.). Finalmente se enfri6 en
desecador por 20 min y se registrd el peso.

El porcentaje de fibra se determind de acuerdo a la siguiente férmula:

(M1 — M2)

% de fibra cruda = ( v

) * 100

Donde:
M= peso de la muestra
MI1=peso de la muestra seca

M2=peso de las cenizas

5.5.4. Cenizas

La determinacion del contenido de cenizas en la muestra se determind mediante el método de
calcinacion directa.

Se peso6 1 g de muestra y se coloco en un crisol a peso constante. La muestra se calcind lentamente
en el mechero hasta que dejé de desprender humo. Después, el crisol con la muestra calcinada se
colocd en una mufla, a una temperatura de 500 °C por 1 h, hasta que las cenizas estuvieron blancas
o grises. Posteriormente, los crisoles se colocaron en el desecador durante 20 min y se pesaron. La

formula para determinar el porcentaje de cenizas fue la siguiente:

W1-w2)

% de cenizas = 100

Donde:

W1 = Peso del crisol mas muestra calcinada.
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W2 = Peso del crisol solo.

W=Peso de la muestra.

5.5.5. Proteinas

La determinacion de proteinas se realizé por el método Micro-Kjeldahl.

Se peso6 0.1 g de muestra desgrasada y se depositd dentro de un matraz de digestion. Se agregaron
1.5 g de mezcla catalizadora (la cual fue preparada con 5g de CuSO4 y 93g de Na;SO4) y 3 mL de
acido sulfurico concentrado en el matraz que contenia la muestra. Los matraces fueron colocados
en el digestor micro-Kjeldahl (Rapid distillation unit LABCONCO, EE.UU.). La muestra se digiri6
hasta que quedo totalmente clara. Después se dejo enfriar y se adicionaron 10 mL de agua destilada
para disolverla. La muestra digerida fue colocada en un destilador micro-Kjeldahl y se neutralizd
con aproximadamente 20 mL de NaOH al 40 %, hasta que se torn6 de color café. En la plataforma
de recepcion del destilador, se colocod un matraz Erlenmeyer de 50 mL con 15 mL de 4cido borico
al 4% y 3 gotas de indicador (0.125g de rojo de metilo y 0.0825 de azul de metileno en 100 mL de
etanol). Las muestras se titularon con HCI 0.1 N.

Los calculos fueron los siguientes:

V+N=0.014 « 100
M

% de nitrégeno =

Donde:
V=ml de HCI 0.1N gastados en la titulacion
N= normalidad de la solucion de HCI

M= g de la muestra
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Para el calculo del porcentaje de proteina se utilizo la siguiente formula:

% de proteina = % de nitrégeno * FC

Factor de conversion (Janssen et al., 2017):
FC=4.76 para gusano de la harina
FC = 4.5 para chapulin

5.6. Propagacion, Seleccion de Condiciones para la Pre-adaptacion de las Cepas a la Proteina de

Gusano de la Harina y Chapulin

Las cepas de trabajo fueron propagadas (1% v/v) mediante 3 sub-cultivos (30 °C) en caldo M17
adicionado con dextrosa (5% v/v). Durante el primer sub-cultivo L. lactis NRRLB-50571 fue
incubado 18 h, mientras que Lactococcus lactis NRRLB-50572 se incub6 12 h. Los siguientes sub-
cultivos fueron de 6 y 4 h para ambas.

A partir del ultimo sub-cultivo, se tomd una alicuota (1%) y se indculo en medio M17 con dos
concentraciones diferentes de dextrosa (3.5 y 5%) y tres de harina de gusano de la harina y chapulin
(0.1, 0.5 y 1%) (Cuadro 4). Los cultivos se incubaron a 30 °C durante 12 h con agitacion constante
(500 rpm) utilizando un agitador orbital con temperatura controlada (500 rpm, Shaker, Labline

Instruments 3540 Orbit, EE.UU.)

Cuadro 4. Porcentaje de harina y dextrosa usados para los tratamientos (A-F) de seleccion de las
condiciones de fermentacion

Tratamiento % harina % dextrosa
(T)
A 0.1 35
B 0.5 '
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0.1
0.5 5

SINCIN-INe!

Cada hora se tom6 una muestra (200 pL) y se registré la densidad optica (DOeoo nm) €n un
espectrometro multimodal (SpectraMax M3, Molecular Devices, C.A.). Con los datos obtenidos se
calcularon los parametros cinéticos (fase de latencia, tiempo de generacion y velocidad méxima de
crecimiento) ajustando las curvas de crecimiento con el modelo de Gompertz. Tomando en
consideracion los parametros cinéticos calculados, se seleccionaron los niveles de harina y dextrosa
que se utilizaron para el ensayo de fermentacion.

Una vez seleccionada los niveles de harina y dextrosa, y previo a los ensayos de fermentacion, las
bacterias fueron pre-adaptadas a la presencia de los dos tipos de proteina (gusano de la harina /
chapulin). Para ello, las muestras de harina (gusano de la harina y chapulin) se disolvieron al 0.5
% en agua estéril (usando la mitad de agua para completar con el caldo M17), y se homogenizaron
utilizando un agitador mecanico (VWR® Analog Vortex Mixer™, West Chester, PA, EE.UU.) a
1500 rpm (velocidad 5) durante 30 s. Posteriormente se sometieron a un tratamiento térmico (110
°C, 10 min) y a un tratamiento de sonicacion (30 min, 50°C) empleando un procesador ultrasénico
(VWR Aquasonic™ 50D, Ultrasonic Cleaner, San José, CA, EE.UU.) con un ajuste de 9 (50Hz),
por otra parte, el caldo M17 se prepard (concentrado a la mitad) y se esterilizo por separado (121
°C, 15 min), finalmente se mezclaron en condiciones de esterilidad y se adicion6 3.5% de dextrosa
estéril.

Y a partir del altimo sub-cultivo en caldo M17 (4 h), se tom6 una alicuota al 1% y se inoculd en
medio M17 estéril adicionado con dextrosa y cada una de las harinas de estudio, y se incubaron a
30 °C con agitacion constante durante 5 h, y se realizaron dos sub-cultivos consecutivos bajo las
mismas condiciones, con el objetivo de reducir la fase de latencia, asi mismo, a las 5h es el tiempo
en el cual las bacterias se encuentran a mitad de su fase exponencial de crecimiento. Finalmente,
la concentracion celular se determin6 en placas de agar M17 utilizando la técnica de vertido en

placa y el resultado se reportdé como unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL).
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5.7. Condiciones de Fermentacion

Para el proceso de fermentacion, las muestras desgrasadas de gusano de la harina y chapulin, se
disolvieron en una solucién amortiguadora de fosfato (pH 7.0 & 0.2) al 0.5% (p/v) y se aplicé un
tratamiento térmico (110 °C, 10 min), con el objetivo de eliminar microorganismos propios de la
muestra, adicionalmente se aplico un tratamiento de sonicacion (30 min/50 °C) (Mintah et al.,
2019) y se evaluo la concentracion de proteina por el método de Lowry (descrito en la siguiente
seccion), antes y después del tratamiento. Posteriormente, se adicion6 3.5% de dextrosa estéril, y
a partir del ultimo sub-cultivo (tercer sub-cultivo) del proceso de pre-adaptacion, se tomd una
alicuota al 3%. Las mezclas se incubaron durante 24, 48 y 72 h a 30 °C, con agitacion constante
(500 rpm). Durante la fermentacién se monitored la disminucion del pH. Al final del respectivo
periodo de fermentacion, las muestras se centrifugaron (3600 x g, 30 min, 4°C) y el sobrenadante
(extracto crudo) se recolect6 y almacend a -20° C hasta su posterior analisis.

Para evaluar la capacidad antioxidante e inhibicion de la ECA de las muestras fermentadas, se
obtuvieron fracciones <3kDa, utilizando una membrana de corte de 3 kDa (0.22 um, Ultracel

Amicon Ultrafiltration Discs).

5.8. Cuantificacion de Proteina

La concentracion de proteina de las muestras (extracto crudo y fracciones <3 kDa) se cuantifico
por el método modificado de Lowry. Para ello, se siguio las instrucciones del manual del kit DC
Protein Assay kit (ANEXO 11.2). Brevemente, se colocaron 5 uL de las muestras en una
microplaca de 96 pocillos (Corning™, Costar®, Tewksbury, MA, EUA), mas 25 pL de reactivo A
y 200 pL de reactivo B. Las mezclas fueron incubadas durante 15 min en obscuridad y
posteriormente se registrd la lectura en un espectrofotometro (SpectraMax M3) a una absorbancia
de 750nm.

La concentracion peptidica se determin6 empleando una curva estandar de 5 puntos (ANEXO 11.1)

(0.0125 a 1.5 mg/mL) utilizando albumina sérica bovina (BSA) como patron.

48



5.9. Determinacion del Grado de Hidrolisis Mediante el Método de Ortoftaldialdehido

Los grupos a-amino libres (h) se cuantificaron por espectrofotometria utilizando el reactivo
Fluoraldehyde™ o-Phthaldialdehyde (OPA, Nilse ef al., 2001).

Para realizar la determinacion, se tomaron 500 pL de los extractos crudos obtenidos de la
fermentacion. Posteriormente, se adicionaron 500 pL de TCA al 24% (v/v), la mezcla se dejo
reposar 10 min. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, los sobrenadantes se recolectaron
por centrifugd (3600 x g, 40 min), y se almacenaron a -20 °C hasta su posterior anélisis (Hall et
al., 2018).

Para la cuantificacion de los grupos a-amino libres se mezclaron 20 pL. de los sobrenadantes
previamente colectados, en una microplaca de 96 pozos (Corning™), con 200 pL del reactivo OPA.
La mezcla se dejo reposar durante 2 min y se registré la fluorescencia a una longitud de excitacion
de 340 nm y 436 de emision (SpectroMax M3). El ensayo se realizd en condiciones de oscuridad.

El grado de hidrolisis se calcul6 con la siguiente férmula:

h
htot

%H =( )*100

Donde hot es la hidrdlisis total de la proteina presente en las muestras de harina con HCI (6M, 150
°C, 6h) (Vazquez et al., 1994). La concentracion de a- amino liberados se cuantifico en relacion a

una curva estandar de L-leucina (15 a 250 pg/mL) (ANEXO 11.1).

5.10. Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante se evalud en los extractos <3kDa (E<3) y se realiz6 por cuatro métodos:
TEAC, ORAC, DPPH y FRAP. Ademas, se cuantifico el contenido de polifenoles. Todos los

ensayos se realizaron en una placa de 96 pozos y las determinaciones se realizaron en un
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espectrofotometro (SpectraMax M3).

5.10.1. Determinacion de la Actividad Antioxidante por el Método TEAC

El radical ABTS se prepar6 con la mezcla de ABTS (7mM) y persulfato de potasio (2.45 mM).
Para ello se pesaron 0.096 g de ABTS y 0.0166 g de persulfato de potasio y se disolvieron por
separado en 5 mL de agua milli-Q. Posteriormente, las dos soluciones se mezclaron y se afor6 a 25
mL dejandose incubar a 30 °C durante 16 h en condiciones de oscuridad. Posteriormente, la
solucion del radical ABTS se diluyo con PBS hasta obtener una DO734 nm = 0.7 £ 0.02. Finalmente,
5 uL de los extractos (E<3) se mezclaron con 200 pL de radical ABTS ajustado y se incubo por 7
min a 30 °C y se registro la absorbancia (Re ef al. 1999; Zulueta et al., 2009).

Se prepar6 una solucion de Trolox (en metanol al 80%), la cual se utiliz6 para preparar una curva
estandar (0-500 uM) (ANEXO 11.1). Los resultados se expresaron como puM equivalentes de

Trolox.

5.10.2. Determinacion de la Actividad Antioxidante por el Método ORAC

La capacidad antioxidante por este método se determiné siguiendo la metodologia establecida por
Zulueta et al. (2009) con algunas modificaciones. Se mezclaron 50 pL de extractos (E<3) con 40
uL de fluoresceina (78 mM), y se afadieron rapidamente 40 pL de radical AAPH (221 mM) con
una micropipeta multicanal (Sartorius™ Biohit™ Proline™ Plus Multichannel Mechanical
Pipetter, EE.UU.). Inmediatamente se dejé incubar durante 3 h a 37 °C y registro la fluorescencia
(Exc485 nm, Ems3snm) cada 5 min, con agitacion de 10 s antes de cada lectura.

Los datos obtenidos se normalizaron con respecto a la curva del blanco (PBS), realizando la
multiplicacion de los datos originales por el factor fluorescencia blanco, t=0 /fluorescencia
muestra=0 (Davalos et al., 2004; Zulueta et al.,2009). Posteriormente, los datos normalizados de
fluoresceina se graficaron con respecto al tiempo, con el fin de obtener las areas bajo la curva de

decaimiento de fluoresceina:
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i=80

1+ Z Fi/fO

i—-1

Los valores de ORAC se refieren al area de proteccion neta de la fluoresceina, donde f0=
fluorescencia en tiempo 0, fi= fluorescencia de cada uno de los tiempos evaluados. Las ecuaciones
de regresion entre las areas y la concentracion de Trolox fueron calculados para todas las muestras.
Los resultados se expresaron como pM de Trolox, utilizando una curva de calibracion de 0-500

uM (ANEXO 11.1).
5.10.3. Determinacion de la Actividad Antioxidante por el Método DPPH

El ensayo se realizé siguiendo la metodologia reportada por Herald et al. (2012). El radical DPPH
(150 Mm) se prepard en una soluciéon de metanol (80%), con agitacion constante (1500 rpm, 2
min). Posteriormente, 25 pL de extractos (E<3) fueron agregados en una micro placa y se
mezclaron con 200 pL de la soluciéon de DPPH. Las muestras se dejaron incubar por 30 min en
oscuridad a temperatura ambiente, posteriormente se registré la absorbancia a 517 nm.

Los resultados se expresaron como pM de Trolox, utilizando una curva de calibracion de 0-500

uM (ANEXO 11.1).
5.10.4. Determinacion de la Actividad Antioxidante por el Método FRAP

El ensayo se realizo siguiendo la metodologia propuesta por Benzie y Strain (1996) con las
siguientes modificaciones. La solucion FRAP se prepar6 mezclando 10 mL de solucion
amortiguadora de acetato (300 mM, ajustado a pH 3.6 con 4cido acético) con 1 mL de TPTZ (10
mM en HCI 40 mM) y 1 mL de cloruro férrico (ClsFe, 20 mM), la mezcla se agit6 y se incubd a
37 °C durante 30 min. Posteriormente, 25 pnL de extracto (E<3) se mezclaron con 175 uLL de FRAP.
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La absorbancia se midi6é a 595 nm después de 30 min de incubacion. Se utiliz6é un control que no
contenia muestra y se midio la absorbancia de fondo agregando solucién amortiguadora de acetato.
Los resultados se expresaron como pM de Trolox, utilizando una curva de calibracion de 0-500

UM (ANEXO 11.2).

5.10.5. Contenido de Polifenoles Totales

Los compuestos polifendlicos totales fueron determinados por el método de Folin-Ciocalteu
descrito por Singleton y Rossi (1995), con las siguientes modificaciones: se mezclaron 20 pL de
extracto (E<3) con 200 puL de reactivo de Folin-Ciocalteu 0.2 N y se incubaron por 2 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionaron 20 pL de carbonato de sodio (7.5% v/v). La
mezcla se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente y la absorbancia fue registrada a 765 nm.
Los resultados se expresaron como mg /mL de acido galico, utilizando una curva de calibracion de

0-500 pg/mL (ANEXO 11.1).

5.11. Actividad Inhibitoria de la Enzima Convertidora de Angiotensina

Para evaluar el porcentaje de inhibiciéon de la ECA se seleccionaron los extractos <3kDa que
mostraron mayor actividad antioxidante y el ensayo realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita
por Wu et al., (2002), el cual consistio en mezclar el sustrato Hipuril-Histidil-Leucina (HHL, 2.17
mM), con una soluciéon amortiguadora de boratos (100 mM conteniendo 300 mM de NaCl, pH 8.3),
la enzima ECA (2mU/mL) y el inhibidor (E<3) en diferentes concentraciones (Cuadro 5), en un
volumen final de 70 pL.

El sustrato HHL, mezclado con la muestra (E<3), asi como la ECA, se incubaron a 37°C durante
10 min. Posteriormente, las dos soluciones se combinaron e incubaron en un Eppendorf-
Theromixer R Mixer (Brinkmann Instruments, New York, EE.UU.) con agitacion constante a 450
rpm durante 30 min a 37 °C, pasado el tiempo de incubacidn, la reaccion se detuvo con la adicion
de 85 uL de HCI 1M.
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Cuadro 5. Mezcla de reacciones para ensayo de inhibicion de actividad de ECA
Solucion

Reaccion Sustrato amortiguadora ECA Muestra  Total
(L) (L) (L) (uL) (nL)
Sustrato 50 20 N ; 70
Sustrato + enzima 50 10 10 ) 70
Muestra 50 . 10 10 70

El analisis de los productos de reaccion, acido hiptrico (AH) y HHL, se realiz6 por cromatografia
liquida (HPLC), para lo cual se utiliz6 un sistema HPLC Agilent serie 1260 (Agilent Technologies,
Alemania) con columna ZORBAX Eclipse Plus Cig (4.6 x 100 nm, 3.5 um), con deteccion a 228
nm (arreglo de diodos DAD). La fase movil consistié de un solvente A: agua DI (desionizada), y
un solvente B: acetonitrilo, ambos con 0.05% de acido trifluoroacético, con una velocidad de flujo
de 0.5 mL/min (20uL con inyeccidon automatica). El programa de elucion fue: un gradiente de
acetonitrilo (solvente B) de 5 a 60% durante 10 min, dos min con el solvente B a 60% y
posteriormente una reduccion en gradiente de 60% a 5% B en un minuto y manteniendo a 5% B

por 4 min. El % de inhibicion de la actividad de la ECA se definié como:

A

Inhibicién de ECA (%) = (*2) 100

Donde A: corresponde al area del &cido hipurico (AH) resultante de la reaccion del sustrato (HHL)
y la enzima (ECA). B: area del acido hipurico (AH) resultante de la reaccion del sustrato (HHL) y
la enzima (ECA) en presencia del inhibidor. Los datos fueron procesados en el software

ChemStation Agilent 11.
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6. ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un disefio completamente al azar (DCA) y se realizdé un analisis de varianza
(ANOVA) de una via al 95% de confianza para evaluar las bioactividades, mientras que para la
seleccion de las condiciones de fermentacion se realizé un DCA con arreglo factorial 2x2, (donde
el factor % dextrosa tiene 2 niveles y el factor % harina 3 niveles, teniendo un total de 6
tratamientos A-F).

Asi mismo se realiz6 una t-pareada para evaluar el efecto de la sonicacion después del tratamiento
térmico, donde la variable de respuesta fue el contenido de proteina.

En caso de existir diferencias significativas en variables evaluadas entre las cepas y los
tratamientos, se aplico la prueba de Tukey-Kramer, considerando significativo cuando P<0.05. El
analisis estadistico de los datos se realiz6 con el paquete estadistico NCSS, 2019 (Kaysville, UT,

EUA). Todas las pruebas se realizaron por triplicado.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Caracterizacion de las Muestras Gusano de la Harina y Chapulin

El contenido de proteina, grasa, fibra, cenizas y humedad para el gusano de la harina fueron de 53,
33,7,4.6 y 1.8%, respectivamente; mientras que para chapulin fueron de 60, 17.5, 8.3 y9.8 y 3.9%
respectivamente.

Estos resultados son similares a los reportados en estudios previos. Por ejemplo, Bednarova (2013)
reportd 50.7% de proteina para gusano de la harina, mientras que Rumpold y Schliiter (2013)
reportan 61.32% para grillos. Ramos-Elourdy et al. (1997), reportaron porcentajes de 56 al 80% de
proteina para especies del orden orthoptera (Sphenarium). Por otra parte, en lo que respecta a las
muestras de gusano de la harina, no se observd diferencias en lo reportado en la etiqueta del
producto comercial, para los parametros evaluados.

El porcentaje de grasa fue mayor para el gusano de la harina, mientras que la proteina fue menor,
respecto a las muestras de chapulin. Este efecto podria atribuirse a que las especies que tienen un
mayor contenido proteico tienen un menor contenido energético, por lo que las larvas son
generalmente mas ricas en energia en comparacion con los insectos en etapa adulta, debido a su
alto contenido de grasa (Bednarova, 2013; Koufimska y Adamkova, 2016). Nuestros resultados
son similares a lo reportado por Bednarova (2013) quien reportdé 36% de grasa para gusano de la
harina. Por otra parte, Rumpold y Schliiter (2013) reportaron 13.4% para grillos, mientras que
Ramos-Elourdy et al. (1997) reportaron porcentajes de 4 al 12% para especies del orden orthoptera
(Sphenarium).

En relacion al contenido de fibra y cenizas, la harina de chapulin present6 porcentajes superiores
(p<0.05) respecto a la harina del gusano de la harina, lo cual podria deberse a un mayor contenido
de quitina en las muestras de chapulines. Estos resultados son similares a los reportados por
Rumpold y Schliiter (2013) quienes reportaron porcentajes de 9.5% y 6.2 % en fibra y cenizas.
mientras que Bedndrova (2013), reportd un porcentaje de 18 % de fibra para gusano de la harina,
siendo mayor que en nuestro estudio. El contenido de fibra en insectos comestibles esta

conformado principalmente por quitina la forma méas comun de fibra presente en los insectos, ya
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que forma parte de su esqueleto, la cual se ha reportado, puede ser una fuente de fibra en nuestro
metabolismo, debido a la presencia de quitinasas en jugos gastricos humanos (Paoletti et al., 2007).
Estas diferencias en la composicion de los insectos podrian deberse a que existe una gran
variabilidad en los componentes nutrimentales, y éstos varian segun la especie, etapa metamorfica,
habitat y factores de reproduccion como la dieta, la temperatura, el agua y la ubicacién (FAO,
2017; Wendin et al., 2019).

Por lo que las diferencias entre los insectos en el presente estudio, pueden ser debido a factores
como la etapa metamorfica en la cual se utilizaron, puesto que el grillo se utiliz6 en la etapa adulta,
respecto a la etapa larvaria, en la que se utilizo el gusano de la harina. Por otra parte, los chapulines
fueron obtenidos de un mercado local, en donde cominmente son recolectados del campo, y no
hay una estandarizacion respecto a la alimentacidon, mientras que las muestras de gusano de la
harina, fueron obtenidos de una empresa en la cual se encuentran estandarizados los procesos. Asi
mismo, dichas diferencias se ven reflejadas por el orden al que pertenecen ambos insectos, puesto
que el chapulin pertenece al orden de los ortopteros, mientras que el gusano de la harina a los

coledpteros.

7.2. Propagacion y Pre-adaptacion de Lactococcus lactis a la Harina de Gusano de la Harina y

Chapulin

Los tiempos de reactivacion de las cepas fueron para Lactoccocus lactis NRRL B-50571 de 18, 6,
4 h y para B-50572 de 12, 6, 4 h, tiempo en el cual las bacterias se encuentran en la fase
exponencial, a diferencia de los tiempos reportados anteriormente en el que las bacterias se
encuentran en la fase estacionaria tardia (Rodriguez-Figueroa, 2008). Se ha reportado que, durante
la fase exponencial las bacterias se encuentran metabdlicamente mas activas, a diferencia de la fase
estacionaria (William et al., 2002), lo que podria contribuir a tener una menor fase de adaptacion,
ya que al encontrarse en la fase estacionaria se tiene un mayor tiempo en la etapa de latencia, debido
a que con frecuencia las células carecen de varios componentes esenciales para dividirse y se
necesita tiempo para la sintesis de material genético necesario para su duplicacion (Madigan et al.,

2008).
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Para la seleccion de los niveles de harina y dextrosa que se utilizaron en los ensayos de
fermentacion se observo el efecto de la interaccion en el arreglo factorial (P < 0.05) entre el % de
harina y % de dextrosa.

El efecto de estas condiciones en los pardmetros cinéticos de L. lactis NRRL B-50571 con harina
de gusano de la harina se presentan en la Cuadro 6. El menor tiempo de fase latencia (lag) y tiempo
de generacion se obtuvo con el T B (0.5% de harina / 3.5 % dextrosa), indicando que la bacteria
necesitd menor tiempo para adaptarse a las condiciones del medio, y menor tiempo para la
duplicacion de la poblacion. Adicionalmente se observo el mismo comportamiento en la cinética
de crecimiento con todos los tratamientos en cuanto al tiempo de latencia, fase exponencial y
estacionaria, a diferencia del T C, donde se obtuvo una menor absorbancia a partir de las 7 h,
cuando la bacteria se encontrd en fase estacionaria (Figura 9).

Este comportamiento fue similar para L. lactis NRRL B-50571 con la de harina de chapulin y para
L. lactis NRRL B-50572 con ambas harinas (gusano de la harina y chapulin), como se muestra a

continuacion (Cuadro 7, 8 y 9 y Figura 10, 11 y 12).

Cuadro 6. Paradmetros cinéticos de L. lactis NRRL B-50571 con 0.1, 0.5 y 1.0 % de harina de
gusano de la harina y 3.5 y 5% de dextrosa.
L. lactis NRRL B-50571
gusano de la harina

T % harina % dextrosa FL (h) MVC (h) TG (h)

A 0.1 2.80+0.14, 043+0.03,  0.69+0.05
B 0.5 3.5 2384007, 046+0.01,  0.55+0.02,
C 1 269+0.13, 041+001s, 071+001y
D 0.1 302+£0335  054+0.02.  0.60=+0.08
E 0.5 5 264£0.13, 036+0.03,  0.83+0.06,
F 1 245+0.13, 042+0.03ba 0.70+0.044

Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre tratamientos (columnas) respecto a cada
parametro cinético. Los datos representan la media + desviacion estandar (n = 3).

T: codigo del tratamiento

FL: fase lag; MVC: maxima velocidad de crecimiento; TG: tiempo de generacion.
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Figura 9. Cinéticas de crecimiento de L. /actis NRRL B-50571 con los distintos tratamientos: 0.1,
0.5 y 1.0 % de harina de gusano de la harina y 3.5 / 5% de dextrosa.

Cuadro 7. Parametros cinéticos de L. lactis NRRL B-50571 con 0.1, 0.5 y 1.0 % de harina de
chapulin y 3.5 / 5% de dextrosa.

L. lactis NRRL B-50571

Chapulin

T % harina % dextrosa FL (h) MVC (h) TG (h)

A 0.1 2.89+£0.14 0.44+£0.03, 0.69 £0.05 »
B 0.5 3.5 227+£0.29, 0.46+£0.02 , 0.65+0.02 ,
C 1 273+£0.13  0.60+0.054 0.50 £ 0.04
D 0.1 260£0.08a 0.50£0.02.  0.60=+0.02 a
E 0.5 5 238+£0.24, 0.47 £0.06 » 0.66 £0.09 ,
F 1 265+0.14 045+0.04, 0.67£0.05 ,

Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre columnas respecto a cada parametro cinético.

Los datos representan la media + desviacion estandar (n = 3).
T: codigo del tratamiento.

FL: fase lag; MVC: maxima velocidad de crecimiento; TG: tiempo de generacion.
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Figura 10. Cinéticas de crecimiento de L. lactis NRRL B-50571 adicionado con 0.1, 0.5y 1.0 %
de harina de chapulin y 3.5 / 5% de dextrosa.

Cuadro 8. Parametros cinéticos de L. /actis NRRL B-50572 con 0.1, 0.5 y 1.0 % de harina de
chapulin y 3.5 y 5% de dextrosa

L. lactis NRRL B-50572

chapulin

T % harina % dextrosa F. Lag (h) MVC (h) TG (h)

A 0.1 432+046, 049+0.04.  0.61+0.04,
B 0.5 3.5 396+£0.56, 047+0.04 , 0.65+0.06,
C 1 456+034, 046+0.02, 0.65+0.03,
D 0.1 456+039, 060+£002, 0.50+0.02,
E 0.5 5 427+023, 053£0.08. 0.56+0.07,
F 1 409+031, 041+005, 0.63+0.08,

Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre columnas respecto a cada parametro cinético.
Los datos representan la media + desviacion estandar (n = 3).

T: codigo del tratamiento.

FL: fase lag; MVC: maxima velocidad de crecimiento; TG: tiempo de generacion.
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Figura 11. Cinéticas de crecimiento de L. lactis NRRL B-50572 con 0.1, 0.5 y 1.0 % de harina de
chapulin y 3.5 y 5% de dextrosa.

Cuadro 9. Parametros cinéticos de L. lactis NRRL B-50572 con 0.1, 0.5 y 1.0 % de harina de

gusano de la harina y 3.5 y 5% de dextrosa.

L. lactis NRRL B-50572
gusano de la harina

T % harina % dextrosa FL (h) MVC (h) TG (h)

A 0.1 463+043, 046+0.05, 0.66+0.05,
B 0.5 3.5 343+0.09, 042+004 . 0.72+0.03,
C 1 4134061, 0.38+0.55, 0.72+0.10,
D 0.1 427+045, 135+032. 0.41+0.06,
E 0.5 5 416+030, 0.79+0.18,  0.39+0.05,
F 1 3.88+045, 040+001, 097+0.12,

Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre columnas respecto a cada parametro cinético.

Los datos representan la media & desviacion estandar (n = 3).

T: codigo del tratamiento.
FL: fase lag; MVC: maxima velocidad de crecimiento; TG: tiempo de generacion.
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Figura 12. Cinéticas de crecimiento de L. /actis NRRL B-50572 adicionado con 0.1, 0.5y 1.0
% de harina de gusano de la harina y 3.5 / 5% de dextrosa.

Una vez seleccionado el tratamiento B, se prosiguio a realizar la pre-adaptacion de las bacterias a
las muestras de harina. En la Cuadro 10 se muestran los parametros cinéticos de L. lactis NRRL
B-50571 con harina de gusano de la harina y chapulin, de los sub-cultivos que se realizaron en el
medio adicionado con harina. Los resultados mostraron que la fase de adaptacion fue menor
(P<0.05) al realizar el tercer sub-cultivo, para ambas harinas de insectos, indicando que el
metabolismo de la bacteria tarda menos en producir las enzimas necesarias para comenzar a
duplicarse en el medio (Madigan et al., 2008), dichos resultados concuerdan por lo reportado por
Nielsen et al. (2015,). Asi mismo la maxima velocidad de crecimiento fue en el tercer pase,
mientras que el tiempo de generacion fue menor en el segundo pase.

Este comportamiento fue similar para L. lactis NRRL B-50572 con ambas harinas (chapulin y
gusano de la harina) Cuadro 11.

Por otra parte, se observo dicho comportamiento en las cinéticas de crecimiento (Figura 13), donde
se puede observar una menor fase de adaptacion al realizar un tercer pase para ambas bacterias con
las respectivas harinas de insectos, lo cual podria verse reflejado en una mejor fermentacion, tal y
como lo reporta Nielsen et al. 2015, donde observan una mejor fermentacion de la xilosa, después
de pre adaptar a la levadura Saccharomyces cerevisiae, en contraparte, observan que, se obtiene un
menor rendimiento celular después de la pre-adaptacion, dicho comportamiento es similar que en
el presente estudio, pues se obtiene una menor fase de adaptacion pero se observa una disminucion

en la absorbancia del tercer pase de pre adaptacion.
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Cuadro 10. Parametros cinéticos de las cinéticas de crecimiento de 3 sub-cultivos para la pre-
adaptacion de L. lactis NRRL B-50571 a la harina de gusano de la harina y chapulin

L. lactis NRRL B-50571
Gusano de la harina

Sub-cultivo FL (h) MVC (h) TG (h)
Primero 2.64+0.09 , 0.46 £0.03 5 0.60 £ 0.04 ,
Segundo 2.73+£0.08 5 0.77+0.05 0.38+0.06
Tercero 1.00+£0.03 0.29 £0.04 ¢ 1.01 £0.09 ¢

chapulin
Primero 3.96 £0.05 4 0.47+£0.07 a 0.64 +0.08 5
Segundo 4.89+0.06 0.57 +0.05 ap 0.53 +£0.05 ap
Tercero 2.94 +£0.05 ¢ 0.39 £0.05 a 0.77 £0.07 ac

Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre sub-cultivos (columnas) para cada parametro

cinético.

Los datos representan la media & desviacion estandar (n = 3).
FL: fase lag; MVC: maxima velocidad de crecimiento; TG: tiempo de generacion.

Cuadro 11. Parametros cinéticos de las cinéticas de crecimiento de 3 pases de pre-adaptacion de L.

lactis NRRL B-50572 con proteina de gusano de la harina y chapulin.

L. lactis NRRL B-50572
Gusano de la harina

FL (h) MVC (h) TG (h)
Primera cinética 4.16+0.07 » 0.41 £0.06 a 0.71 £0.08 5
Segunda cinética 2.20+0.03 0.36 £ 0.05 a 0.82+0.05,
Tercera cinética  2.03 £0.05 0.38+0.03 5 0.79 £ 0.06 a

Chapulin

FL (h) MVC (h) TG (h)
Primera cinética 2.64 +0.07 » 0.46 +0.08 5 0.65+0.15,
Segunda cinética 3.13+0.05 0.69+0.04 0.43 £0.02 a
Tercera cinética  1.54+0.03 ¢ 0.36 £ 0.05 4 0.84 £0.06 4

Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre columnas respecto a cada parametro cinético.
Los datos representan la media + desviacion estandar (n = 3).
FL: fase lag; MVC: maxima velocidad de crecimiento; TG: tiempo de generacion.
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Figura 13. Cinéticas de crecimiento de tres pases de pre adaptacion de a) L. lactis NRRL B-50571 con harina de gusano de la harina; b)
L. lactis NRRL B-50571 con harina de chapulin; ¢) L. lactis NRRL B-50572 con harina de gusano de la harina; d) L. lactis NRRL B-

50572 con harina de chapulin.
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Los resultados de concentracion celular de las curvas de crecimiento se muestran en la Cuadro 12.
La concentracion bacteriana a las 5 horas para las tres cinéticas fue de 10°UFC/mL. Se ha reportado
que la produccion de péptidos bioactivos depende de la actividad enzimatica del sistema
proteolitico de la bacteria y éste esta influenciado por la fase de crecimiento microbiano,
manteniéndose durante la fase exponencial y el periodo inicial de la fase estacionaria, pero
disminuyendo durante el progreso de la fase estacionaria, lo que sugiere que la fase exponencial es
la etapa donde debe utilizarse la bacteria para iniciar la fermentacion (William ez al 2002). Por lo
que al tener una menor fase lag en el tercer cultivo y el mismo conteo celular en los tres a las 5 h
cuando la bacteria se encuentra en fase exponencial, se puede considerar que hacer un tercer pase
para la pre-adaptacion de la bacteria contribuiria a que las bacterias puedan crecer mejor al

utilizarse para la fermentacion.

Cuadro 12. Concentracion celular de los tres sub-cultivos de L. lactis NRRL B-50571 y B-50572
después de 5 h de incubacion (30 °C) en medio M 17 adicionado con 0.5% de harina de gusano de
la harina/chapulin y 3.5 % dextrosa en las tres curvas de pre-adaptacion.

L. lactis NRRL B-50572 L. lactis NRRL B-50571
gusano de la harina chapulin gusano de la harina chapulin
Sub-cultivo UFC/mL UFC/mL
Primero 1.5x 10° 2.4x10° 1.5x 10° 1.1 x10°
Segundo 2.6 x 10° 2.2x 10° 1.7 x 10° 2.8x 10°
Tercero 2.9x10° 2.5x 10° 1.9 x 10° 1.2x10°

7.3. Condiciones de Fermentacion

Los resultados de proteina aminica en el extracto crudo de chapulin y gusano de la harina antes y
después del tratamiento de sonicacion se muestra en la Figura 14. La concentracion de proteina
incremento (P < 0.05) para ambas muestras, siendo mayor el aumento en las muestras de gusano
de la harina, lo cual podria deberse a un menor contenido de quitina en dicha muestra. Estos
resultados podrian deberse a la liberacion de proteina que se encontraba unida a quitina debido a
la fuerza de corte y cavitacion causadas por ondas sonoras de alta presion (Chandrapala et al., 2012;

Wuet al, 2013).
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Figura 14. Contenido de proteina aminica, expresada en mg/mL, en el extracto crudo de chapulin
y tenebrio antes y después de sonicacion. Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre
tratamientos para cada muestra de harina.

7.3.1. Disminucion de pH

La disminucién de pH se muestra en la Figura 15. El pH se considera uno de los pardmetros mas
importantes de la fermentacion, ya que puede afectar la via metabodlica de las bacterias (Kim et al.,
2011), en conjunto con la acidez (Van et al., 2007). Por otra parte, los productos representativos
obtenidos de la fermentacion, son compuestos organicos que se han reducido més que otros, como
el &cido lactico y péptidos (Jay et al., 2005). Una vez iniciada la fermentacion, el pH disminuira a
medida que avance la fermentacion (Kim et al., 2011), por lo que, con el resultado de la
disminucion del pH a las 24 h, se puede concluir que se llevo a cabo la fermentacion.

El pH inicial de las muestras fue de 7.0 + 0.02, y ambas muestras disminuyeron el pH a 4 después
de 24 h de incubacidn, para ambas harinas. Estos valores son similares a los reportados por
Mouritsen et al. (2017), en donde elaboraron salsas de gusano de la harina inoculadas con

Aspergillus oryzae encontrando valores de 4.5 — 5.5 después de diez semanas. Mientras que salsas
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de gusano de la harina después de dos semanas de fermentacién con Aspergillus oryzae y Bacillus
licheniformis, no mostraron cambio significativo en el pH, pero si un aumento en la acidez titulable
(Cho et al. 2018). Asi mismo, So-Yeon et al. (2019), fermentaron larvas de Protaetia brevitarsis
seulensis utilizando Bacillus subtilis KACC 91157 durante 10 dias, y el pH disminuy6 de 6.44 a
4.0.

Por otra parte, las cepas en estudio se han utilizado para fermentar leche, Rodriguez-Figueroa et al.
(2010), reportd que L. lactis NRRL B-50571 y 50572 disminuyen el pH a 4 después de 24 h de
fermentacion de la leche; estos resultados son similares a los obtenidos en nuestro estudio con las
muestras de insectos, lo que sugiere que las bacterias tienen la capacidad de fermentar una matriz

diferente a la de la leche, en este caso de los insectos en estudio.

a A a/ A'
Tiempo de
6 fermentacion (h)
b ' ' ' ' ' '
% 4] _C ¢ E_ B B h_ cC C E_ C' C B 0
1 24
7] 1 48
/| 72
0- I I I I
chapulin gusano de la harinachapulin gusano de la harina

L. lactis NRRL B-50571 L. lactis NRRL B-50572

Figura 15. Disminucion de pH durante la fermentacion de chapulin y gusano de la harina por L.
lactis NRRL B-50571 y B-50572. Letras diferentes indican diferencias (p<0.05) entre tiempos de
fermentacion, respecto a cada insecto fermentado con la respectiva cepa. Los datos representan la
media + desviacion estandar n= (3)
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7.3.2. Porcentaje de Hidrodlisis

El porcentaje de hidrdlisis se muestran en la Figura 16. Se observd un aumento de 0.2% de
hidrolisis en los extractos de chapulin fermentados con NRRL B-50571 y NRRL B-50572 a partir
de las 24 h de fermentacion sin mostrar cambios significativos a las 48 y 72 h.

Para los extractos del gusano de la harina fermentados con L. /actis NRRL B-50571, el aumento
fue de 0.4%, %, mientras que con L. lactis NRRL B-50572 fue de 0.2%. La diferencia en el
porcentaje de hidrolisis podria deberse al contenido de quitina de ambas muestras, donde gusano
de la harina se ferment6 en la etapa larvaria, donde se ha reportado una menor cantidad de quitina,
mientras que el chapulin se utilizé en etapa adulta, con un mayor contenido de quitina. Lo cual
podria afectar el efecto de las quitinasas de las bacterias para utilizar la proteina presente en los
insectos.

Asi mismo se puede observar que en el tiempo 0 para la muestra de gusano de la harina, presenta
un porcentaje de hidrolisis per se, a diferencia del chapulin Este porcentaje de hidrélisis podria
deberse al tratamiento térmico aplicado a la proteina, ya que se ha reportado que en hidrolizados
enzimaticos el tratamiento testigo también presenta hidrélisis, atribuyendo esto al tratamiento
térmico aplicado para la inactivacion de la enzima utilizada (Hall et al., 2017). A su vez, podria
deberse al tratamiento previo a la obtencion de dichas proteinas, puesto que la muestra de gusano
de la harina ya habia sido tratada térmicamente de manera industrial, previo a su distribucion
comercial en harina, mientras que los chapulines, recibieron un tratamiento de secado al sol, para
su consumo entero.

Estos resultados de porcentajes de hidrolisis, obtenidos durante la fermentacion, son similares al
comportamiento de ambas cepas de estudio, respecto a la leche fermentada, donde han sido
estudiadas ampliamente para la obtencion de péptidos IECA. En cuanto al porcentaje de hidrélisis
de L. lactis NRRL B-50571 en leche fermentada se obtuvieron porcentajes de 0.65-0.85% mientras
que para L. lactis NRRL B-50572 fueron de 0.75-0.85%.
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Figura. 16. Porcentaje de hidrélisis en chapulin t gusano de la harina fermentados con L. lactis
NRRL B-50571 y B-50572. Letras diferentes indican diferencias (p<0.05) entre tiempos de
fermentacion, respecto a cada insecto fermentado con la respectiva cepa. Los datos representan la
media + desviacion estandar n= (3).

7.3.3. Contenido de Proteina Aminica en el Extracto <3 kDa

El contenido de proteina aminica en la fraccion < 3 kDa de las muestras fermentadas se muestra en
la Figura 17. Los resultados mostraron un incremento (P< 0.05) de 0.2 mg/mL, después de 24 h 'y
sin cambios significativos hasta las 72 h, en chapulin fermentado por L. /actis NRRL B-50571 y
50572, mientras que la muestra fermentada de gusano de la harina increment6 (P< 0.05) 0.42
mg/mL a partir de las 24 h, pero disminuy6 a las 72 h de fermentacién. Estos resultados, junto con
el aumento en el grado de hidrdlisis, sugieren que el sistema proteolitico de las cepas en estudio,
tienen la capacidad de fraccionar las proteinas de gusano de la harina y chapulin y utilizarlas para
su metabolismo y crecimiento.

Estudios previos han reportado que algunas de las proteinasas de Lactoccocus lactis presentan alta

similitud con las subtilisinas, enzimas proteoliticas extracelulares (serinoproteinasas) producidas
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por Bacillus spp., bacteria que ha sido utilizada ampliamente en la fermentacion de insectos, lo que
sugiere que las cepas de Lactoccocus lactis pudieran ejercer un efecto similar en la hidrélisis de
proteinas durante la fermentacion (Kok, 1990; Pritchard y Coolbear, 1993; Tan et al., 1992.

Ademas, cierto porcentaje de proteina se encuentra unida a la quitina, y €sta, podria no estar
accesible para las bacterias, sin embargo, se ha reportado que algunas cepas de L. lactis pueden
secretar quitinasas al medio extracelular, lo cual podria contribuir a una hidrélisis de quitina junto

con la proteina (da Silva, 2016).
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Figura 17. Contenido de proteina aminica en la fraccién < 3 KDa obtenida de la harina de chapulin
y gusano de la harina fermentada con L. lactis NRRL B-50571 y B-50572. Letras diferentes indican

diferencias (p<0.05) entre tiempos de fermentacion, respecto a cada insecto fermentado con la
respectiva cepa. Los datos representan la media = desviacion estandar n= (3).
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7.3.4. Cinéticas de Crecimiento, Parametros Cinéticos y Concentracion Celular Durante la

Fermentacion

En la Figura 18 se muestran las cinéticas de crecimiento de las cepas en estudio durante la
fermentacion, antes y después de las pre-adaptaciones a las proteinas de los insectos.

Se observa que después de las pre-adaptaciones de las bacterias a las proteinas en estudio, se
obtiene un mejor crecimiento durante la fermentacion, lo que podria contribuirse a que el sistema
proteolitico de las bacterias tiene mayor capacidad para fraccionar la proteina de gusano de la
harina y chapulin y utilizarla para su metabolismo y crecimiento.

Respecto a los parametros cinéticos durante la fermentacion (Cuadro 13), la cepa L. lactis 50571
mostrd el menor tiempo de latencia (FL) en presencia de la proteina de gusano de la harina,
mientras que no se observd diferencia entre L. lactis 50571 con harina de chapulin; y L. lactis
50572 con ambas harinas (chapulin/gusano de la harina), lo cual podria deberse a las caracteristicas

de las bacterias respecto a los requerimientos de crecimiento.

1.5+

Tiempo (h)
gusano de la harina chapulin
A D A D
B-50572 B-50572
—=  —— B-50571 —= —+ B-50571

Figura 18. Cinéticas de crecimiento de L. lactis NRRL B-50571 y B-50572 con proteina de gusano
de la harina y chapulin, durante la fermentacion, antes (A) y después (D) de la pre-adaptacion.
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Cuadro 13. Parametros cinéticos de L. lactis NRRL B-50571 y B-50572 con harina de gusano de
la harina y chapulin durante la fermentacion.

Cepa Insecto FL MVC TG

L. lactis NRRL Chapulin 1.98+0.02. 029£0.07a 1.07+0.31,

B-50571 Gusang dela 134404, 0224005, 1384038,
harina

: + a A42+0.21, .94 +0.67

L. lactis NRRL Chapulin 2.00+0.15 0.42+0.21 0.94 +0.67

B-50572 Gusang de la 2124015, 0424014, 0754023,

harina

Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre columnas para cada parametro cinético
respecto a las cepas con el insecto respectivo.

Los datos representan la media + desviacion estandar (n = 3).

FL: fase lag; MVC: maxima velocidad de crecimiento; TG: tiempo de generacion.

Los cambios de concentracion celular durante la fermentacion, se presentan en la Cuadro 14. A las
24 h de fermentacion, las bacterias aumentan su concentracion celular, pues de manera inicial se
encontraban en 10’7 UFC/mL, mientras que, a las 24h en 108 UFC/mL, y este se mantiene durante
las 72 horas de fermentacion, a excepcion de L. lactis NRRL B-50571 para ambos insectos a las
72 h de fermentacion, en donde la concentracion celular disminuye. Estos resultados, confirman
que las condiciones seleccionadas, favorecieron el crecimiento de las bacterias usando como fuente

de nitrogeno, la proteina de los insectos evaluados, para su metabolismo y crecimiento.

Cuadro 14. Concentracion celular de L. lactis NRRL B-50571 y B-50572 con harina de gusano de
la harina y chapulin durante la fermentacion

Tiempo de fermentacion (h)

Cepa (UFC/mL) Insecto 0 24 48 72

L. lactis NRRL B-  gusano de laharina  6.25x 10" 4.1 x 108 1.5x 108 1x108
50572 chapulin 5.8x 107 1.3x 108 1x108 1.3x 108

L. lactis NRRL B-  gusano de laharina 8.0 x 107  58x10® 1.6x10®  9x10’
50571 chapulin 8.4x 10’ 1.8x 108 3x 108 3.5x 10°
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7.4. Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante se evaluo en el extracto <3 KDa, debido a que este efecto se ha atribuido
a péptidos de bajo peso molecular (Septulveda-Ahumada et. al., 2012).

La actividad antioxidante de los extractos < 3 kDa de gusano de la harina y chapulin fermentados
con L. lactis NRRL B-50571 y B-50572 se evalu6 por los métodos DPPH, TEAC, ORAC y FRAP.
En general, se observo un aumento (p<0.05) respecto al tratamiento testigo, (T0, sin fermentar),
después de la fermentacion por todos los métodos para ambas bacterias y ambos insectos, a
excepcion del método de FRAP con ambas cepas de estudio y chapulin, en donde se observé una
disminucién durante la fermentacion, respecto al tiempo 0 (sin fermentar), siendo mayor para las
muestras de chapulin.

Cabe senalar, que el tiempo 0, de ambos insectos, presentaron actividad antioxidante, siendo mayor
en las muestras de chapulin respecto al gusano de la harina, lo cual podria ser atribuido a la
presencia de polifenoles, en donde el tiempo 0 de chapulin contiene 24.89 ug/mL equivalentes de
acido galico, mientras que el gusano de la harina 10.67 pg/mL equivalentes de 4cido galico. Esta
diferencias en el contenido de polifenoles, podria deberse a la alimentacion que recibieron los
insectos, en donde los chapulines al ser cosechados de la naturaleza, obtienen mayor contenido de
polifenoles de las plantas de las que se alimentan. Asi mismo, se observd que la fermentacion
favorecio el aumento de polifenoles en los extractos (Cuadro 15), lo cual contribuye a la capacidad

antioxidante de los extractos.

Cuadro 15. Contenido de polifenoles en gusano de la harina y chapulin fermentados con L. lactis
NRRL B-50572 y B-50572

L. lactis NRRL B-50572 L. lactis NRRL B-50571

Tiempo de chapulin gusano de la harina chapulin gusano de la harina
fermentacion
(h)
0 24.89 £5.54 , 10.67 £ 1.69 , 24.89 £5.54 , 10.67 £ 1.69 4
24 33.12+£3.04 32.75+3.77 28.66 £4.50 , 25.50 £5.68
48 3240+ 1.27 23.83£3.29 34.58 £3.80 26.08 £2.74
72 30.33+3.04, 2497 +£3.81 34.33 +£4.00 , 15.56 £3.5,
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Por otra parte, pudieran encontrarse péptidos en el extracto <3kDa de ambos insectos, que
contribuyan a la actividad antioxidante del TO, puesto que se encontré que el TO presenta un
porcentaje de hidrolisis, el cual podria estar relacionado con el tratamiento térmico aplicado, ya
que se ha reportado que en hidrolizados enzimaticos, el tratamiento testigo también presenta
hidrdlisis, atribuyendo esto al tratamiento térmico aplicado para la inactivacion de la enzima
utilizada y a su vez, el tratamiento testigo de dichos hidrolizados presenta actividad antioxidante
(Hall et al., 2017).

En lo que respecta al método DPPH (Figura 19), se observo mayor actividad en las muestras de
chapulin fermentado con ambas cepas, respecto a las muestras de gusano de la harina. Siendo
chapulin a las 24 h de fermentacién con la cepa B-50572 la que mostrd la mayor actividad
antioxidante por dicho método (351 uM equivalentes de Trolox), mientras que, para las muestras
de gusano de la harina fermentado por ambas cepas, la mayor actividad antioxidante se observé en
el fermentado con la cepa B-50572 a las 48h de fermentacion (167 uM equivalentes de Trolox).
El método DPPH tiene como fundamento la capacidad de un antioxidante en cuanto a la
estabilizacion del radical DPPH’. Se considera que dicha reaccién de estabilizacion, es debido
principalmente al mecanismo de transferencia de electrones (TE), con un aporte marginal de
transferencia de atomos de hidrogeno (TAH) (Brand-Williams, 1995), por otra parte, se obtuvo la
menor actividad antioxidante por este método, pues este ensayo evalua la capacidad de compuestos
liposolubles por ser un ensayo con base metanolica (Rodriguez-Roque et al., 2012). Sin embargo,
se uso este método para determinar la capacidad antioxidante de posibles péptidos liposolubles que

pudieran estar presentes.
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Figura 99. Actividad antioxidante (uM Eq de Trolox / mL) por el método DPPH de extractos
acuosos <3kDa acuosas obtenidas de harina de gusano de la harina y chapulin fermentado con L.
lactis NRRL B-50571 y B-50572. Literales diferentes indican diferencias (P<0.05) entre
tratamientos. Los datos representan la media = desviacion estandar (n = 3). B-50571: L. lactis
NRRL B-50571; B-50572: L. lactis NRRL B-50572; G: gusano de la harina; Ch: chapulin

La actividad antioxidante por el método TEAC, se muestra en la Figura 20. La mayor actividad
antioxidante se observoé a las 24 h de fermentacion en las muestras de gusano de la harina (775 uM
equivalentes de Trolox) y chapulin (728 uM equivalentes de Trolox) con la cepa B-50572, seguido
de gusano de la harina (659 uM equivalentes de Trolox) fermentado durante 24 h con la cepa B-
50571.

El método TEAC evalua la capacidad de la muestra para donar un electron (TE) y estabilizar asi al
radical ABTS, lo que sugiere que los péptidos presentes en los extractos <3kDa pudieran ejercer

su efecto en mayor medida, debido a la transferencia de electrones para estabilizar radicales.
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Figura. 20 Actividad antioxidante (uM Eq de Trolox / mL) por el método TEAC de extractos
acuosos <3kDa acuosas obtenidas de harina de gusano de la harina y chapulin fermentado con L.
lactis NRRL B-50571 y B-50572. Literales diferentes indican diferencias (P<0.05) entre
tratamientos. Los datos representan la media = desviacion estandar (n = 3). B-50571: L. lactis
NRRL B-50571; B-50572: L. lactis NRRL B-50572; G: gusano de la harina; Ch: chapulin

La actividad antioxidante por el método ORAC, se muestran en la Figura 21. La mayor actividad
antioxidante se registr6 en las muestras de chapulin fermentadas durante 24 h por la cepa B-50572
(373 uM equivalentes de Trolox), sin haber diferencia con la muestra de gusano de la harina a las
48 h de fermentacion con la cepa B-50571 (362 uM equivalentes de Trolox).

El método ORAC evalua la inhibicion de la oxidacion inducida por radicales peroxilo, teniendo
como mecanismo de actividad antioxidante, la terminacioén de cadena por transferencia de atomos
de hidrogeno. Asi mismo mide la capacidad de la muestra para estabilizar los radicales libres y
disminuir la velocidad de degradacién de una proteina (fluoresceina) (Londofio-Londofio, 2012).
Por lo que, se ha reportado que éste método, tiene mayor relevancia fisiologica (Zulueta et al.,

2009)

75



ORAC

500
B-50572Ch24h

B-50571G48h
B-50571G72h
B-50571G24h
B-50572G72h
B-50571Ch48h
B-50572Ch72h
B-50572G24h
B-50572G48h
B-50571Ch72h
B-50571Ch24h
B-50572Ch48h
Testigo tiempo 0 Gh

400

300 Ex j[‘ % be be ¢d cd ed q
_I_ C
200 ¢

100 ﬂ
0

He
i =
[S)
on
(o
(on

uM Eq de Trolox / mL

Tratamientos

JOCOO0O0ORODEOORED

Testigo tiempo 0Ch

Figura 10 Actividad antioxidante (uM Eq de Trolox / mL) por el método ORAC de extractos
acuosos <3kDa acuosas obtenidas de harina de gusano de la harina y chapulin fermentado con L.
lactis NRRL B-50571 y B-50572. Literales diferentes indican diferencias (P<0.05) entre
tratamientos. Los datos representan la media = desviacion estandar (n = 3). B-50571: L. lactis
NRRL B-50571; B-50572: L. lactis NRRL B-50572; G: gusano de la harina; Ch: chapulin

Finalmente, los resultados obtenidos por el método de FRAP se muestran en la Figura 22. En este
caso, a diferencia de los métodos anteriores, se observd una disminucion en cuanto a la actividad
antioxidante en la muestra de chapulin durante la fermentacion, respecto al tiempo 0, sin embargo,
después del TO, la muestra que presentd mayor actividad antioxidante fue chapulin fermentado por
24 h con B-50572 (154 uM equivalentes de Trolox) sin haber diferencias con los demas tiempos
de fermentacion, ni con la cepa B-50571. Sin embargo, en las muestras de gusano de la harina, si
se observé un aumento (p<0.05) durante la fermentacién por ambas cepas de estudio, siendo mayor
a las 24 h con la cepa B-50572.

En lo que respecta al método de FRAP, éste actua tipicamente mediante la TE. Por otra parte, se
ha reportado que la capacidad de reducir el hierro tiene baja correlacion con la estabilizacion de
radicales libres; sin embargo, el poder reductor podria reflejar la capacidad de los péptidos
presentes en los extractos, para regular el estado redox del plasma o tejidos, pues la oxidacion o

reduccién de radicales para formar iones puede detener la oxidacion en cadena, asi mismo podrian
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tener la capacidad de quelar metales de transicion como el hierro (Fe*?) o cobre (Cu™), los cuales

participan en la reaccion de Fenton (Benzie y Szeto, 1999).
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Figura 22. Actividad antioxidante (uM Eq de Trolox / mL) por el método FRAP de extractos
acuosos <3kDa acuosas obtenidas de harina de gusano de la harina y chapulin fermentado con L.
lactis NRRL B-50571 y B-50572. Literales diferentes indican diferencias (P<0.05) entre
tratamientos. Los datos representan la media = desviacion estandar (n = 3). B-50571: L. lactis
NRRL B-50571; B-50572: L. lactis NRRL B-50572; G: gusano de la harina; Ch: chapulin

Con base en los resultados anteriores, se podria inferir que los péptidos presentes en los extractos
<3kDa de los insectos fermentados, actian mayormente por el mecanismo de TE.

Finalmente, aunque se tiene menor porcentaje de hidrolisis y contenido de proteina aminica en la
fraccion < 3 KDa en los fermentados de chapulin, se encontré mayor actividad que los fermentados
de proteina de gusano de la harina.

Estos resultados comparados con otros estudios muestran que a menor tiempo de fermentacion se
tiene una actividad antioxidante comparable a otros estudios. Por ejemplo, el estudio reportado por

Kim et al. (2017) observaron que la fermentacion por 3 dias de gusanos de seda (Bombyx mori L.)
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con Bacillus subtilis KACC 91157 aument¢ la capacidad antioxidante, asi mismo Tae-Hoon et al.
(2017) encontraron la mayor actividad antioxidante a los 3 dias de fermentacién de gusanos de
seda (Bombyx mori L.) con B. subtilis, dichos resultados, en cuanto a actividad antioxidante, son
similares a los obtenidos en el presente estudio; sin embargo, en el presente estudio se obtuvieron
resultados similares en un menor tiempo de fermentacion, lo cual podria atribuirse a la capacidad
fermentativa de las cepas utilizadas.

Por otra parte, con el uso de la fermentacion en estado soélido de larvas Protaetia brevitarsis
seulensis durante 3 dias utilizando Lactobacillus plantarum JBMI F3, Lactobacillus plantarum
JBMI F5, Lactobacillus gasseri Ba9, Aspergillus kawachii KCCM 32819, Saccharomyces
cerevisiae KACC 9302 y Bacillus subtilis KACC 91157 aument¢ la actividad antioxidante de los
extractos acuosos, etanolicos y metanolicos (So-Yeon et al. 2018). Mientras que un estudio
realizado por Cha et al. (2011), la mayor actividad antioxidante de muestras de gusano de seda
fermentados con Bacillus subtilis y Aspergillus kawachii fue a los 12 dias, siendo mayor el tiempo
que en el presente estudio.

En lo que respecta a la actividad antioxidante obtenida por la fermentacién con A. kawachii, es
similar a la obtenida en el presente estudio, pero dicha actividad se obtiene a los 12 dias de
fermentacion, mientras que, en el presente estudio a las 24 h. Por otra parte, la actividad
antioxidante obtenida por B. subtilis a los 12 dias de fermentacion, es mayor que la obtenida a las
24 h en el presente estudio. Por lo que la actividad antioxidante obtenida por la fermentacion de
insectos, podria verse influida por las condiciones y el tipo de fermentacion, tipo y etapa del insecto
utilizado, asi como del tipo de microorganismo utilizado.

Lo anterior sugiere que las cepas en estudios pueden ser utilizadas en la fermentacion de insectos
y obtener péptidos bioactivos en un menor tiempo, los cuales puedan ser utilizados en el desarrollo

de alimentos funcionales o nutracetticos.

7.5. Actividad Inhibidora de la Enzima Convertidora de Angiotensina

Con base en los resultados de la actividad antioxidante, se observo que a las 24 h de fermentacion

se obtenia la mayor actividad, por lo que se seleccionaron los extractos <3kDa de chapulin y gusano
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de la harina fermentados con L. lactis B-50572 para evaluar la actividad inhibidora de la ECA
(IECA).

En lo que respecta a la actividad IECA, a las 24 h de fermentacion, las muestras de gusano de la
harina mostraron 17.5+ 0.7 % de inhibicion, mientras que las muestras de chapulin fueron mayores
con el 28.5 £ 3.2 %, con un ICso de 1.34 mg/mL y 0.78 mg/mL, respectivamente. Asi mismo, se
pudo observar que las muestras fermentadas de chapulin presentaron la mayor actividad (p<0.05)
IECA en conjunto con la actividad antioxidante.

Es importante mencionar que, hasta el momento de nuestra revision, no se ha reportado actividad
inhibidora de la ECA de péptidos obtenidos a partir de la fermentacion de insectos.

Diversos estudios han demostrado que los hidrolizados de proteina de insectos, favorece la
liberacion de péptidos IECA, con porcentajes de inhibicion mayores al 50% e ICso inferiores a los
obtenidos en el presente estudio, lo que podria atribuirse al uso de enzimas comerciales purificadas
(Vercruysse et al., 2005; Cito et al., 2017).

Por lo anterior, a pesar de que los resultados obtenidos en el presente estudio son relativamente
inferiores a los obtenidos por hidrolisis enzimatica, podrian explorarse diversas alternativas para
aumentar el grado de hidrolisis y disminuir el ICso, para posteriormente evaluarse el efecto que
pudiera tener la digestion gastrointestinal en la bioactividad de los péptidos presentes en los
extractos fermentados.

Hasta el momento se desconocen la secuencia de péptidos presentes en los extractos <3kDa de los
insectos fermentados en el presente estudio. Sin embargo, se ha reportado que la actividad IECA,
se ve influenciada por diversos factores tales el residuo C-terminal, puesto que, la ECA es més a
fin a di y tri-péptidos que contienen residuos hidrofobos como el triptdfano, la tirosina, la
fenilalanina o la prolina (Haque y Chand,2008).

Asi mismo, se ha reportado que aminoacidos con carga positiva, favorecen a la inhibicion de la
ECA (Vermeirssen, et al.,2004). Mientras que, en los péptidos con actividad antioxidante, se ha
reportado que estan presentes residuos de histidina, prolina, tirosina, metionina, y cisteina, por lo
que, ha sido reportado que, péptidos con actividad antioxidante pudieran presentar actividad IECA
(Sarmadi y Ismail, 2010). Finalmente, podrian realizarse estudios de optimizacion de las

condiciones de fermentacion para favorecer el aumento de péptidos IECA durante la fermentacion.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la etapa de seleccion de las condiciones de pre-adaptacion de las
bacterias a las proteinas de insectos, utilizar 0.5% de las harinas de insectos y 3.5% de dextrosa,
favorecen el crecimiento de las bacterias.

Se observo actividad antioxidante en todos los tiempos de fermentacion, siendo al tiempo de 24 h
donde se mostro la mejor actividad, siendo mas alta en las muestras de chapulin fermentado con la
cepa B-50572. Por otra parte, a pesar de que los resultados de inhibicién de la ECA, no fueron los
esperados, se pudo observar que los extractos de gusano de la harina y chapulin fermentados con
la cepa B-50572, presentan actividad IECA.

Finalmente, la fermentacion de insectos, en este caso de gusano de la harina y chapulin, con las
cepas de estudio, podrian ser una nueva fuente de obtencion de péptidos antioxidantes y

antihipertensivos, para la formulacion y desarrollo de alimentos funcionales y/o nutracetticos.
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9. RECOMENDACIONES

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en el presente trabajo, se sugiere que en
investigaciones posteriores se evaltien distintas condiciones de optimizacion durante la
fermentacion, asi como explorar la fermentacion en estado solido. Adicionalmente, es importante
evaluar el efecto de la digestion gastrointestinal en las bioactividades de los péptidos presentes en
los extractos, asi como las vias de absorcidon y finalmente evaluar su efecto in vivo (utilizando
modelos murinos y estudios clinicos). Dicha informacion podria ayudar a definir el uso potencial

de estas cepas como cultivos para producir péptidos bioactivos a partir de proteinas de insectos.
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Unidades relativas de flourescencia
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Curva estandar representativa de Trolox para el método ORAC
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Curva estandar representativa de Trolox para el método FRAP
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Abs (734 nm)
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11.2. Kit DC Protein Assay Instruction Manual

DC Protein Assay
Instruction
Manual

For Technical Service
Call Your Local Bio-Rad Office or
imthe U5, Call 1-800-4BIORAD
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Section 1 Vortex miver
Introduction and Principle Plasiic or glass cuvetes with | cm path lengih maiched io laboraiory spec-

The Bio-Rad [0 Protein Assay is a colorimerric assay for protein concen-
tration following detergent solubilization. The reaction is similar o the well-doc-
umented Lowry! assay, but with the following improvemenis: The reaction
reaches 9% of s maximum color development within 13 minutes thereby
saving valuable time, and the color changes not more than 5% in 1 howr or 10%5
in 2 hours after the addition of reagents.

The assay is based on the reaction of protein with an alkaline copper tartrate
solution and Folin reagent. As with the Lowry assay, there are two steps which
lzad io color development: The reaction between prodein and copper in an alkaline
i, and the subsequent reduction of Folin reagent by the copper-treated pro-
tein. Color development is primarily due to the amino acids tyrosine and trypio-
phan, and o a lesser extent, cystine, cysieine, and histidine = Proteins effect a
reduction of the Folin reagent by loss of 1, 2, or 3 axyeen atoms, thereby produc-
ing one of mone of several possible reduced species which have a clarscteristic blue
color with maximum shsorbance at 750 nm and minimum absorbance at 408 nm 2

Section 2
Product Description

Reagent package {catalog mumber 500-0116) includes:

250 ml REAGENT A, an alkaline copper tartraie solufion

2000 ml REAGENT B, a dilue Folin Reagent

5 ml REAGENT §

{Sufficient for 500 standard assays or 10,000 microplaie assays)

The reagent package may be purchased as a kit with a bovine gamma glob-
ulin standard (kit catalog number S00-0111) or bovine serum albumin standard
(Kt catalog number S00-0012).

Materials Required but Not Supplied

For standard assay:
13 % 100 mm test ubes

Reservoir for working reagent {size depends on amount of reagent that
will be prepared)

Pipets accurately delivering 100 pl, 500 pl, and 4.0 ml
Crraduated cylinders or pipets for reagent preparation
Specirophotometer set o 750 nm

trophotometer
Test tube rack to hold 13 x 1080 s test fubes

For microplate assay:
Microditer plates
Reservoir for working reagent
Pipets for reagent preparation
Pipets accurately delivering 3 pl, 25 pl, and 200 pl
Microplate reader set to 750 am

3.1 Safety Considerations

Eye protection and gloves should be wom while using this product. Consult
MSDS af the end of this manual for additional information.

Section 4
Reagent Compatibility

The listed compounds were tested and found io be compatible with the Bio-
Rad DC Protein Assay. In some cases, the presence of one or more of these
substances will effect a change in the response of the profein to the assay
reagenis; therefore, the standard should always be prepared in the same buffer

ag the sample.

10 SDS 1% CHAPS 2%, NP-40
1% Tritont X-100 1% CHAPSO 1% Thesitt

1% Tween* 20 1% Oty glucoside 1% Brij*-35
0.2% C E,* 0.1 M Tris, pH & 0.5 M NaOH
0.8 M HCI 0.5 M (NH,),50, 0025 M EDTA
0.08 M CaCl, 0.4 M Guanidine HC1 4 M Urea
0.08% Sodium azide | mM DTT {dithiothreitol)

Mote: The [ Protein Assay is incompatible with 2-mercapioethanol (BME)

+ BRL) and TWEEN are registered trademarks of Atlas Chemical. THESIT is
a registered irademark of Desitin Arzneimitie] GMBH. TRITOMN is a registered
rrademark of Folim and Haas.

*octaethyleneglycol dodecyl ether
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Section 5
Instructions

5.1 Standard Assay Protocol

Preparation of working reagent

Add 30 pl of reagent 5 1o each ml of reagent A that will be needed foe the non.
{This working reagent A° is stable for one week even though a precipitate
will form after one day. If precipitate forms, warm the solution and vortex.
Dx not pipet the undissolved precipitate, as this will likely plug the tip of the
pipet, ihereby aliering the wolume of reagent that is added to the sample.)
If samples dio not contain detergent, you may omit step #1 and simply use
reagent & ag supplied.

Prepare 3 - £ dilutions of a protein standard containing from 0.2 ma'ml 1o
about 1.5 engfnd protein. A standard curve should be prepared each time the

assay is performed. For best resads, the stondiords shodd atwers be prepared
in the same buffer as the sample,

Pipet 100 pl of standards and samples mio clean, dry test ubes.

Add 500 pl of reagent A’ or A (see note from step 1) into each test be.
Wortex.

Add 4.0 ml reagent B into each test tubse and vortex immediately.

Adfter 15 mimutes, absorbances can be read at T3 nm. The absodbances will
be stable at beast | howr. (See Troubleshooting Guide for recommendation
on using a wavelength other than 730 nm.)

5.2 Microplate Assay Protocol

i

Preparation of working reagent

Add 20 pl of reagent 5 1o each ml of reagent A that will be needed for the man.
{This working reagent A" is siable for | week even though a precipitate
will fiorm after | day. If precipiiate forms, warm the solution and vortex. Do
not pipet the undissolved precipitate, a5 this will likely plug the tip of the papet,
thereby altering the wolume of reagent that is added to the sample.)

If samples dio not contain detergent, you may omit step #1 and simply use
reagent A as supplied.

Prepare 3 - 5 dilutions of a protein siandard contaming from 0.2 mg'ml o abow
1.5 ma'ml proiein. A standard curve should be prepared each time the assay
is performed. For besr results, the standand should be prepared in the sanme

Buffer ax the sample.
Pipet 5 pl of standards and samples inte a clean, dry microtiter plate.

3

Add 25 pl of reagent A’ or reagent A (see note from step 1) into each well.

3. Audd 200 pl reagent B into each well. If microplate reader has a mixing fune-

Section

twon available, place plate in reader and let the plate mix for # seconds. 1 not,
genily agitate the plate to mix the reagents. [T bubbles form, pop them with a
clean, dry pipet tip. Be careful to avoid cross-contamination of sample wells.

Afiter 15 minutes, absorbances can be read ai 750 nm. The absorbances will
ez stable for about | hour, {See Troubleshooting Guide for recommendation
on using a wavelength other than 730 am.)

&

Response of Various Proteins

As with any colorimerric assay, different proteins will elicit greater or leas-

er color formation. The following proteins have been assayed with the protzin
aszay. As demonstrated by the graph, there is a slight varation in color devel-
opment with different proteins.

Ak oo a
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Lyophilized preparations. of Protein Standard | (bovine gamma globuling and

Protein Standard 11 (bovine serum albumin, if included. showld be refrigerated upon
arrival. These lvophilized preparstions have a shelf life of one vesr ar 4 %C. Rebydrased

aid
aid

stored a4 *C, the protein soluions should be used within 60 days. Relwdraned
awored &t -20 *C, the protein solutions should be used within & months.

REAGENT A, REAGENT B, and REAGENT 5 should be stored away from

direct sunlight af room temperamre (25-30 °C ) (Reagenis A and B may also be
sgored in the refrigersion ) Al reagents are good for & monaths from dase of purchase.

4
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Section 8
Troubleshooting Guide

The baffer that | nommally wse
iz not listed in the reagent
compatibility List. How will 1
knowr if it imterferes with the

asaay?

My zample is a mixiore of
proteins. Which standard
should 1 use for the standard

curve?

I3 any sample preparation
required”

May | use a wavelength other

than 750 am?

May | store the reagents in the
refrigerator?

Tt s beesst b0 rum paeo standard curves: One
with protein in the same buffer as your
sarmple and one with protein n water and
then plot a graph of protein concenira-
tioi vs. absorhance. If the buffer does
not interfere, the pvo graphs of the swan-
dard curve will have identical slope.
Parmial interference can be compensated
for by adding the buffer or interfering
component to the standard curve for the
aciual protein assay.

In any protein assay, the best protein o
use a8 a standard s a punified preparation
of the protein being assayed. In the
absence of such an absolute reference

prodein, one must select another protein
as a relative standard. The best relative

standard to use is one which gives a color
yield similar to that of the protein being
assayed.

Any purified protein can be selected as a
reference standard if only relative pro-
tein values are desired. Bio-Rad offers
two stamdards: bovine gamma globulin
(Standard 1, catalog number 500-0005)
and bovine serum albumin (Standard 11,
catalog pumber S00-0007).

In general, mo. However, the protein miss
b splubilized. (The sample can not be a
suspension of an unfiliered homogenate. |

Yes, Absorbance can be measurad an 650-
T50 mm.

Yies, but all composenis must be warmed
10 25307 prior to use. Reagent 5 will
devielop a precipitate during cold room
strage. Warming to 37 *C for 5 minutes
will dissolve the precipitate.

Section 9

Ordering Information

Catalog

Number  Product Description

500-0111 Bio-Rad DC Protein Assay Kit |, includes contents of
Feagents Peckage and bovine gamma globulin standand

500-0112  Bio-Rad DC Protein Assay Kit ll, includes contenis of
Feagents Peckage and bovine serum albumin standard

500-0116  Bio-Rad DC Prolein Assay Reagenis Package, does not
include a standard

Section 10
Related Materials

Catalog

M ber Product Description

500-0001  Bio-Rad Protein Assay Kit |, 450 ml dye reageni concenirate
and bovine gamma globwln standand for general use, based on
Brac¥ord method

500-0002  Bio-Rad Protein Assay Kit 1L, 450 ml dye reegent concentrabe
and bowine serum albumin standard for general use, basad on
Braciord method

500-0006  Bie-Rad Prolein Assay Dye Reagent Concentrate, 450 mi dye
reagent concentrate supplied without a standard, based on
Bracford method

500-0005  Prolein Standard |, bowine gamma globulin

500-0007  Protein Standard IL bovine serum albumin

2239950  Disposable Polystyrene Cuvelties, 100 -3.5 ml cuvelies

224-0096  Costar 86 Well Flat Botiom ELA Plate, polystyrens microtiber
plates, 5 per package, caron of 100

1T0-56010 Model 3550 Microplate Reader, 1000720 VAC

1T0-6602 Model 3550 Microplate Reader, 2200240 VAL

16621 Model 450 Microplate Reader, 1000120 VAC

1T0-6622 Model 450 Microplate Reader, 2200240 VAL

For information on Bio-Rad"s extensive Microplate Data Amalysis Systems,
please call 300/4-BIORAD in the U.S., or contact your local Bio-Rad
Represeniative.
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Section 12
Material Safety Data Sheets

L. PRODUCT IDENTIFICATION
TRADE MAME: DC PROTEIN ASSAY REAGENT &

Catalog No.: Used in Kits: 8000011, S00-0112, and 5000716
Chemical identity, Common names: SODIUK HY DROXIDE, Caustic soda, kye.

Formula: MaQH, & caustic. MWL 20000
MANUFACTURER'S MAME-

BiO-RAD LABORATORIES

LIFE SCIENCE GROUP

2000 ALFRED NOBEL DRIVE EMERGENCY PHOME Mo:

HERCULES, CA 54547 BIOrEI2-T000
DATE PREPARED OR REVISED: 23095 KAME OF PREPARER:ROY WOODD
I HAZARDOUS INGREDIENTS

CHEMICAL MAMES CAS NUMBERS  PERCENT EXPOSURE LIMITS IN AR

ACGIHTLY OSHAPEL OTHER
Sodium Hydroode — 1310.73.2 1:5%" - 2 gl -

“Aquenus solulion alko containing less ihan 1% sodium larirale and ess fan 1% copper sulfale.
. PHYSICAL/CHEMICAL CHARACTERISTICS

BOILING POINT: 100 *C
YAPOR PRESSURE: Mia

WAPOR DENSITY[AIR = 1): M
SOLUBILITY IN WATER: Infinile.

EPECIFIC GRAVITY[H,0 = 1) 1
MELTING POINT: MiA

EVAPORATION RATE [BUTYL ACETATE = 1): A
APPEARANCE AND COLOR: Pale bus liquid.

IV. FIRE AND EXPLOSION HAZARD DATA

FLASH POIMT: R
METHOD USED): hid
EXTINGLISHING MEDLA: Mol required. Lise media suilable for sursunding materiak.
SPECIAL FIRE FIGHTING PROCEDURES: In e event of a fire, wear full prolective chthing
and MIOSHsappraved sell=conlained breathing apparalus with full facepiecs operaled in the
pressure demand or alher positive pressure mode.

UHUSUAL FIRE AND EXPLOSION HAZARDS: Mo expecied .

FLAMMABLE LIMITS: M
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V. HEALTH HAZARD INFORMATION

EYMPTOMS OF OVEREXPOSURE [for each potential route of exposurnz):

INHALED: Conoraive| Inhalation ral ety due o nature of the product, If preduc dries out, the
inhaded odium hydrocide dusl may be falal &5 a resoll of Spasm, inflammation and edema of the
karyre and branchi, chemical pneumaonitis and pulmanary edemas.

CONTACT WITH SKIN OR EYES: Camosivel Extremely desirocive io SSsue of the skin and
eyes, May cause irritalion of eyes and wilth greater exposures, severe burns with possibility of
blinciress re=suling.

ABSORBED THROUGH SKIN: Cormasivel Desiruciive Io skin on comact can cause imilstion or
servire burns and searring with grester exposures.

EWALLOWED: Corrosive! DARGER: May be fatal if swalowed. Causes severe bums, Sodium
hydnoide s dassified &% a poison under Federal Caushic Porson Ac1.

HEALTH EFFECTS OR RISKS FROM EXPOSURE
ACUTE: Cormasie] Cavrsas goyene burre. Sae abowe.
CHRONIC: Profonged conlac) with diute solutions or dusd has a desirocive effec] upon lissee.

FIRST AID: EMERGENCY PROCEDURES

EYE CONTACT: Flush with large amounts of waler for al keasl 15 minules, ifng the uppes and
I lids occasionaly. Gel immediate medical allention.

EKIN CONTACT: Flush skin with lange amounts of water for al leas] 15 minules, while remaving
contaminaled clalhing and shoes, Wash clolbes before reuse. Gel medical attention,

INHALED: Remowe 10 fresh air. If nol bresthing, ghee artificisl respirafion. Gel immediale medical
altenlion.

SWALLOWED: DO NOT INDUCE VORMITIRG Ghve large quantilies of waler or milk if available.
Iever give anything by mouth 1 an uncomcious person. Ged medical allention immediately.

SUSPECTED CANCER AGENT
K _ WOz THIS PRODUCTS IRGREDIENTS ARE MOT FOUND IMN THE LISTS BELCW.
YES: FEDERMAL OSHA TP _____IARC

MEDICAL CONDITIONS AGGRANVATED BY EXPOSURE: Persons with presexisling skin disar.
ders ar eye prablems or impaiced respiralony funclion may be more susceplible (o the efiects of
this subslance.

V1. REACTIVITY DATA

STABLE _X UNSTABLE

EONDITIONS TO AVOID: HA

INCOMPATIBILITY (Materials to avoic): Sirang seid solulians, argenie halagen eompounds, and
nilramethane.,

HAZARDOUS DECOMPOSITION PRODUCTS: Sodium oxide,

HUAZ AROMOLIS POLYMERIZATION MAY OCCUR WILL MOT OCCUR _X_

COMDITIONS TO AVOID: Ml

WIl. SPILL, LEAK, AND DISPOSAL PROCEDURES

SPILL RESPOMSE PROCEDURES: CAUTION: Caustic malerial Cover spill with adsorbent and
collect for solid waste dispasal.

PREPARING WASTES FOR DISPOSAL- Camply with all applicabile lederal, stabe, and local regs
ulaliors on Spill reporting, wasle handling, and wase disporssl.

VIl SPECIAL HANDLING INFORMATION

VENTILATION AND ENGINEERING CONTROLS: In general, diutian venlilation i a salisfacion
healih hazard corirol for this subslance.

RESPIRATORY CONTROLS: This product is & Iquid and does nol conlain volatibe anganics and
should mal require amy special respiralory conlrols. Respiralory confrols may be required for pro.
lection agains ofher chemicak being used in the <ame area.

EYE PROTECTION: Use chemical safely goggles. Contact lenses should not be worn when
warking with this material, Maintain eye wash fourtain and quicksdrench faciilies in wark ansa,
GLOVES: Chemical resitant gloves such as neoprene.

OTHER CLOTHING AND EQUIPMENT: Lab coal or apron.

WORK PRACTICES, HYGIENIC PRACTICES: Use good laboralory pracices. Wash hands afler
wsing and before saling. Do nal eal, drink, or smake in the work anea.

CTHER HANDLING AND STORAGE REQUIREMENTS: Keep in a lightly closad eonlaine o
protesct product quality. Shore in a oool, dry, venlilsled anea,

PROTECTIVE MEASURES DURING MAINTENANCE OF CONTAMINATED EQUIPMENT:
Proteciive clathing, eyewesr and appropriale NIOSHapproved respiralony proleclion should be
W,

W bediesves thal the information contained banein & curmant a5 of the date of This Malerial Safety
Dala Sheet. Sinoe he e of this informalion and oondilions of wse of the prodwe] ane nol within
the eoninal al Bio.Rad, it & the users responsibility 16 handle the product under condilions af safe
usE
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. PRODUCT IDENTIFICATION

TRADE MAME: OC PROTEIN ASSAY REAGENT B
Catalog No.: Used in Kils: 5000111, 500.0112, and 5000116
Chemical identity, Common names: FOLIN REAGENT.

Formula: MIXTURE NLWL: WA
MANUFACTURER'S MAME:

Bid-RAD LABDRATORIES

LIFE SCIENCE GROUP

2000 ALFRED NOBEL DRIVE EMERGENCY PHOME Mo:

HERCULES, CA 94547 B10IZ32.T000
DWTE PREPARED OR REVISED: M55 KAME OF PREPARER-ROY WOOD
Il. HAZARDOUS INGREDIENTS

CHEMICAL MAMES CAS HUMBERS PERCENT EXPOSURE LIMITS iN AR

ACGIH TLY OEHA PEIL
REAGENT B i% & diluled FOLIMN résgen! contsining
less than 1% aach of the following ingred lents:
Lithiurn Sulfate 103774047 no dala fsund
Tumgstic acid,
sodium skt 10213102 1 myglima 1 map’rma [T
hinlybdic: acid,
sadiurm salt 0 2t 5 rragdimd 5 mgprmd
Heydrachioric: acid T4aT.01.40 1.5 map’md T maimd
Prospheric scid Tt 282 1 ragdrma 1 map’rma

lll. PHYSICAL/CHEMIC AL CHARACTERISTICS

BOILING POINT: 100 *C {waler) SPECIFIC GRAVITY (H,0 = 1):1

YAPOR PRESEURE: NA MELTING POINT: KA

VAPOR DENSITY[AIR = 1): NA EVAPORATION RATE (BUTYL ACETATE = 1): Na
OD0R: odorkss SOLUBILITY IM WATER: infirabe

APPEARANCE AND COLOR: Clear liguid.
V. FIRE AND EXPLOSION HAZARD DATA

FLASH POINT: Ha
METHOD USED): hA
EXTINGLISHING MEDLA: Malhing Special required. Use media suilable for surounding materisis.
EPECIAL FIRE FIGHTING PROCEDURES: For surnaursding fire wear sell-conlsined breathing
apparalus and protecive clothing foe prevent conlact with skin and ayes,

LUHUSUAL FIRE AND EXPLOSION HAZARDS: Mo special harands kroen.

FLAMMABLE LIMITS: ha

1

V. HEALTH HAZARD INFORMATION

EYMPTOMS OF OVEREXPOSURE (for esch potential route of exposune):
INHALED: Pl spesclesd due 16 nature of product.

CONTACT WITH SKIN OR EYES: Would be irrilaling b eyes.
ABSORBED THROUGH SKIM: Couki be mildly irilafing to skin.
EWALLOWED: Large dises may cause gasirpinbaslinal disiress

HEALTH EFFECTS OR RISKE FROM EXPOSURE

AGUTE: Corftains dilule acids. Could be @ mild irritant. The concentration of &l the ingredients
are less than 1% each, There & no spediic information available for diuted FOLIN reagent. The
diluted walulion does contain dilute acids and heavy melals: SAX, Stk Ed. lists Malybderum as
slighily ladc” and ungsien is Esied as somewhal more laxic than molybdenum bul “does mal
constitule an imporant health hazand=.

CHRONIC: To the besi of our knowledge, the chemical, physical, and loxicological properties
hare= nol been thoroughly imeestigaled far FOLIN resgenl.

FIRET AID: EMERGENCY PROCEDURES

EYE COMTACT: Flush wilh large walumes of water for & least 15 minules, ifng the upper and
Irwvesr lids oocasionaly. Get medical allenlion

EXIN CONTACT: Remove army contaminlsd dathing. Wash skin with plenly of Towing waler for
al kgl 15 minuies. Firitalion develops, get medical allenlion.

INHALED: Remoee o fresh air, Get madical attention lor any bresthing dificulty.
EWALLOWED: Induce vamiling bry gising bwo glesses af water, or milk il available and sticking
finger dawn theest. Call a physician immedialely, Never ghee armylbing By mouth 10 an uncons
oS person.

SUSPECTED CANCER AGENT
& MO: THIS PRODUCT'S INGREDMENTS ARE HOT FOUND IN THE LISTS BELOW.
YES: FEDERAL OSHA WTP____ IARC

MEDICAL COMDNTIONS AGGRAVATED BY EXPOSURE:
Ha informalion found.

V. REACTIVITY DATA

STABLE 3 UNSTABLE

CONDITIONS TO AVOID: MiA

INCOMPATIBILITY {bsteriak o aaid): Sinang oxdizens.

HAFARDOLS DECOMPOSITION PRODUCTS: Upon dehydralion axides of phosphonous and
hydrogen chionide gas may farm.

HAFARDO LS POLYMERIZATION MAY GCCUR, WILL MOT CCUR _E
CONDITIONS TO AVOID: MiA

12
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WIl. SPILL, LEAK, AND DISPOSAL PROCEDURES

SPILL RESPOMSE PROCEDURES: Cover spill wilth a sarbert and eolledt far solid wasle disposal
PREPARING WASTES FOR DESPOSAL- Camply with all applcable lederal, stabe, and lozal reg.
ulations on Spill reporting wasle handling, and wasie dsposal,

Wl SPECIAL HANDLING INFORMATION

VENTILATION AND ENGINEERING CONTROLS: In general, good venlilalion & sufficient.
Haweswer, il conditions of wse create dscomian (o the worker & local exhaus? System should be
corsidened.

RESPIRATORY CONTROLS: Should nal be requirad for this product.

EYE PROTECTION: Chemical sarfely gogoles.

GLOVES: Use chemical resistan] ghwes such 25 neaprens.

OTHER CLOTHING AND EQUIFMENT: Wear kb ooat of apran.

WORK PRACTICES, HYGIENIC PRACTICES: Use good laboralory pracices., Wash hands afler
using and before saling. Do nol e, drink, or smake in the work ares,

CTHER HANDLING AND STORAGE REQUIREMENTS: Keep lightly Sealed 16 probect quakty.
Saowe in & cool, dry, venlilaled ansa,

PROTECTIVE MEASURES DURING MAINTEMAMCE OF CONTAMINATED EQUIPMENT:

Proper praleciive clolhing, eye prolection, and respiratony equipment should be worn.

We bedierwe thal e information contained berein & cument a% of the date of this Malerial Safety
Dala Sheael. Since the wwe of this informalion and condilions ol wee of the produc] are nol within
the coniral af Bio-Rad, it & the users respansibility 10 handle the product urder conditions af safe
T8
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1. PRODUCT IDENTIFICATION

TRADE MAME: DT PROTEIM ASSAY REAGENT S
Catalog No.: Used in Kits: 5000111, S00-0112, arcd S00-001¢
Chemical identity, Common names: Sodium dodecyl sulfale.

Formula: Gy HoMal0,5 MWL 2BE 38
MANUFACTURER"S MAME:

BIC-RAD LABORATORIES

LIFE SCIENCE GROUP

2000 AL FRED NOBEL DRIVE EMERGENCY PHOME Mo:
HERCULES, CA 54347 B107Z32-T 000

DATE PREPARED OR REVISED: 114595 KAME OF PREPARER-ROY WOOD

Il. HAZARDOUS INGREDIENTS

CHEMICAL MAMPES CASNUMBERS  PERCENT EXPOSURE LIMITS [N AIR

ACGIHTLY OS5HAPEL OTHER
sodium dodecyl sulfabe 151.21.3 B 10 s ity fourd *

Thqueous sobulion. Data ghven is for 1008 S05 unless olbansise noled.
“orksal LDS0: 1288 mgikg

lll. PHYSICALICHEMICAL CHARACTERISTICS

BOILING POINT: 100 °C (waler)

VAPOR PRESSURE: Mt

WAPOR DENSITY[AIR = 1) Hib

CIDOR: Shght Fatty adar

APPEARANCE AND COLOR: Clear liguid.

SPECIFIC GRAVITY [Hy0 = 1): it
MELTING POINT: 200 *C [347 *F] decrmposss
EVAPORATION RATE {BUTYL ACETATE = 1): fiA
SOLUBILITY IN WATER: 01 giml

V. FIRE AND EXPLOSION HAZARD DATA

FLASH POINT: M
METHOD USED): RiA
EXTINGLISHING MEDIA: Wialer spray, dry chemical, sloohol foam, or carbon diaxide,

SPECIAL FIRE FIGHTING PROCEDURES: A% with mas| organic solids, fire s possible al elevats
ed lemperalures o by oantact wilh an ignilien source.

UNUSUAL FIRE AND EXPLOSION HAZARDS: Fine dust dispersed in s in suficient concens
raliors, and in B presence al an ignition source is a polental dust explasion hazard.

FLAMMABLE LIMITS: ha

14
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V. HEALTH HAZARD INFORMATION

SYMFTOMSE OF OVEREXPOSURE [for each potential route of exposure]:

INHALED: Mol expecied due o natune of produc], Howeser, il dried oul (he poveder causes irritas
lian al mucous memibranas, theoat and respiratony racl. Symploms of 2one threat, coughing, and
chaking can oocur.

CONTACT WITH SKIN OR EYES: Irilaling o eye lissue wilh redress and pain.

ABRSORBED THROUGH SKIN: Mildly iritaling 1o skin, causes a rash on conlinued ssposurs.
SWALLOWED: Large dirtes may cause gasiminteslinal disiress

HEALTH EFFECTS OR RESKS FROM EXPOSURE

ACUTE: Ses abiowe.

CHRONIC: To the besl of our knowledge, the chemical, physical, and lexicological proper es
haree nol been Thoroughly imvestigaled.

FIRST AID: EMERGENCY PROCEDURES

EYE COMTACT: Flush with lange valumes of water for & keast 15 minulbes, ifing the upper and
I lidds oocasionally. Ged medical allenlion

SKIN CONTACT: Remowe any contaminaled dathing. Wesh skin with plenty of Nowing waler lor
at keas) 15 mirules. Firitation develops, get medical alleniion.

INHALED: Remone 1o fresh air. Gel medical altention for any breathing difliculty.
SWALLOWED: Induce warmiling by giving bao glesses al waler, or milk il svailstble and slicking
finger dawn throat, Call a physician immeadialely. Hever ghee anything By mouth 10 an uncns
Sehius person.

SUSPECTED CANCER AGENT
E_ NC: THIS PRODUCT'S INGREDIENTS ARE NOT FOUND IM THE LISTS BELOW.
YES: FEDERAL OSHA NTP IARC

MEDICAL CONDITIONS AGGRAVATED BY EXPOSURE:
Ma informalion found.

V1. REACTIVITY DATA

STABLE _¥ UNSTABLE
CONDITIONS TO ANOID: WA

INCOMPATIBILITY (Materiak bo awaid): Sirang oodises.

HAZARDOUS DECOMPOSITION PRODUCTS: Cuddes of sulfur and hydrogen sulfide.
HAZARDOUS POLYMERIZATION MaY CCCUR, WILL MOT OCCUR _ K
CONDITIONS TO ANOID: WA

15

Wil SPILL, LEAK, AND DISPOSAL PROCEDURES

SPILL RESPONSE PROCEDURES: Caution, may be slippery. Small spill may be cleaned up
with a sponge and waler waihed down The drain.

PREPARING WASTES FOR DISPOSAL- Camply with all applcable lederal, $1ale, and local reg.
ulations on il reporting wasle handling, and waste dsposal,

Will. SPECIAL HANMDLING INFORMATION

VENTILATION AND ENGINEERING CONTROLS: In general, good wenlilation & sufficient.
Hrweeves, il conditions of uSe ereate dscomion (o the worker & local edhacst System should be
consdensd.

RESPIRATORY CONTROLS: Should ral be required for this praduct.

EYE PROTECTION: Chemical safely gogohes.

GLOVES: Use chamical resistan| glowves such 2% neaprens.

CTHER CLOTHING AND EQUIPMENT: ‘Wear kab cost or spran.

WORK PRACTICES, HYGIEMIC PRACTICES: Use good laboralory praciices, Wash hands afler
wsing and before ealing. Do nol eal, drink, or smake in the wiork area.

OTHER HANDLING AMD STORAGE REQUIREMENTS: Keep lightly 2ealed 1o probact quality.
Swore in & coal, dry, wel-ventlated place away from incompalitble materkals

PROTECTIVE MEASURES DURING MAINTENAMCE OF CONTAMINATED EQUIPMENT:
Proper pralective clolhing, eye probeclion, and respirstory equipmenl should be worm.

W bedieve [hal e information contained herein & cument a5 of the date of This Malerial Safety
Darla Shael. Since the wwe of this information and condilions of we of the produc) are not within
Ihe coniral af Bio.Rasd, it & the users respansibility 10 handle the product undier condilions al safe
1.7}
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