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RESUMEN

En la regidén Mixteca del estado de Oaxaca se localiza un insecto conocido como ticoco, el
cual es utilizado como alimento por los lugarefios, y hasta el momento no se ha reportado
su contenido de 4acidos grasos (AGs). Debido a lo anterior, en el presente trabajo se
planteé como objetivo general llevar a cabo la identificacién y cuantificaciéon de los AGs
del ticoco. Para ello se realizé la recoleccidon de los insectos en los bosques de Santiago
Yolomécatl, Teposcolula, Oaxaca. Se determind la taxonomia del insecto en su estado
adulto. Las grasas se obtuvieron por la técnica de extraccién asistida con ultrasonido (EAU)
empleando metanol-cloroformo (2:1) v/v, y la identificacion de los componentes lipidos se
realizd por cromatografia en capa fina (CCF). Los extractos grasos se trans-esterificaron
con H,S04 0.9 M en metanol obteniendo de este modo los ésteres metilicos que fueron
detectados y cuantificados mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masa (CG-EM). Previamente, se realiz6 una cinética para determinar el tiempo de
reaccidn para obtener la mayor concentracién de los AGs trans-esterificados, dando como
resultado 180 min. Para la cuantificacidn de los AGs se realizaron curvas de calibracién con
AGs metilados puros. Los insectos identificados pertenecen a la familia Cerambycidae del
orden coleéptera predominando Mallodonopsis mexicanus (Thomson, 1860). El contenido
de grasa en peso humedo fue 27 % y 23 % para la larva y pupa, respectivamente. En los
extractos se identificaron principalmente tres grupos de lipidos que correspondieron a
triglicéridos (TGs), AGs y colesterol, observandose una mayor concentracién de TGs. Se
cuantificaron los AGs mayoritarios en larvas y pupas de ticoco (g de AGs/100g de extracto
lipidico) resultando en: acido oléico (40.98%+0.39, 42.00+0.86), palmitico (39.99+0.62,
42.91+0.67), estearico (7.88+0.88, 5.88+0.29), linoléico (5.78+1.603, 3.35+0.10), miristico
(3.0+0.03, 2.89+0.15) y palmitoléico (2.36+0.24, 2.9740.05). En el caso de los dos estados
de desarrollo del ticoco se encontraron diferencias significativas en el contenido de acido
linoléico, estearico y palmitico (P<0.05), siendo significativamente mayor para las larvas
en los casos de linoléico y estedrico y significativamente menor para el palmitico, respecto
a las pupas. Con los resultados obtenidos se puede concluir que los dos estados del ticoco
(larva y pupa) pueden considerarse como fuentes de AGs y AGEs, con alto valor nutritivo
por su composicion balanceada de SFAs y PUFAs.
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1. INTRODUCCION

En las Ultimas décadas ha aumentado considerablemente la importancia de los alimentos
que contienen acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) debido a sus efectos positivos en el
organismo humano, como mejoras en el funcionamiento del sistema nervioso central. Las
fuentes importantes de PUFAs w-3 son los peces y mariscos de agua fria, mientras que las
de 4cidos grasos esenciales (AGE) son los aceites de soya, girasol y nuez, entre otros (Hu et
al, 2002; Kris-Etherton, Harris, Appel, 2002; Terry, Rohan, Wolk, 2003). Adicionalmente, se
ha demostrado una correlacién entre el consumo de estos alimentos y la reducciéon en el
riesgo de desarrollar enfermedades crénico-degenerativas (WHO, 2003). La mayor
atencidn en el uso de los insectos como fuente de alimento se centra en el contenido de
proteina, sin embargo, algunas investigaciones en cuanto a composicién quimica han
demostrado que los insectos son una fuente importante de lipidos (Ramos-Elorduy et al.,
1997; Ramos-Elorduy et al, 2006; Ramos-Elorduy, Pino, Martinez, 2012; FAO/Wur, 2013, Yi
et al., 2013; Tzompa-Sosa, Yi, van Valenberg, van Boekel, Lakemond, 2014). Ademas, se ha
reportado que la fraccidn lipidica de los insectos del orden coledptera contienen PUFAs y
AGEs (Yang, Siriamornpun, Li D., 2006). Los AGEs son muy importantes para las funciones
del ser humano pero estos no pueden ser sintetizados por el organismo sino que deben
ser aportados en la dieta. A la fecha se ha reportado el contenido y tipo de AGs de varios
coledpteros (Fontaneto, Tommaseo-Ponzetta, Galli, Risé, Paoletti, 2011; Tzompa-Sosa et
al, 2014) y de la larva del escarabajo Rhychophorus phoenicis (Fabricius, 1801), (Elemo B.,
Elemo G., Makinde, Erukainure, 2011). En la larva de R. phoenicis (Fabricius, 1801), los
autores reportaron las siguientes concentraciones: 35.30 % de acido palmitico, 60.47 % de
acido estedrico, para grasas saturadas (SFA), mientras que para los PUFAs se tuvo la
siguiente composicién: acido oléico 0.72 % vy acido linoléico 3.51 %. Por otra parte,
Fontaneto et al., (2011) reportaron que los insectos comestibles, incluyendo a los
coledpteros, varian en su composicion lipidica, con un 32+11.9 % de SFA, 22.5+19.3 % de

AGs monoinsaturados (MUFAs) y un total de PUFAs del 444+19.0 %.



Las larvas y pupas del ticoco, objetos del presente estudio, son consumidos en la region de
la Mixteca del estado de Oaxaca, se recolectan y se consumen exclusivamente en los
hogares de la region. Existen algunos reportes acerca de la composicidon nutrimental de
varias larvas de coledpteros conocidas como ticoco (Ramos-Elorduy et al., 1997). No
obstante, a la fecha se desconoce el contenido y composicion de AGs de las larvas de
ticoco reportadas; también se desconoce el contenido y composicidon de AGs de las pupas
de dicho insecto. Es importante sefalar que las pupas de estos coledpteros también son
consumidas por los habitantes de algunas poblaciones de la regidon mixteca del estado de
Oaxaca.

Debido a lo anterior, en el presente trabajo en una primera etapa se llevd a cabo la
identificacion taxondmica del insecto denominado “ticoco”, consumido en la localidad de
Santiago Yolomécatl, Teposcolula, Oaxaca. En una segunda etapa, se realizé la extraccién
de los AGs con CHCl3/MeOH (2:1, v/v) por Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU), el
extracto graso se trans-esterificd por catdlisis dcida. Para caracterizar los AGs presentes se
utilizé la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM). Los datos
obtenidos de éste andlisis mostraron que el ticoco contiene una importante cantidad de
grasa en ambos estados. Se identificaron AGs libres, TG y colesterol por CCF segun
estandares empleados. Los EMAGs obtenidos del extracto graso se obtuvieron a las tres
horas de reaccién dando como resultado la mayor concentracidn de estos en el ticoco.
Finalmente se identificaron seis AGs mayoritarios en el extracto graso del ticoco por

medio de CG-EM.



2. JUSTIFICACION

En relacién a la salud, en los Ultimos afos ha aumentado considerablemente el interés de
los consumidores por conocer la relacidn que existe entre la composiciéon quimica de los
alimentos. Al respecto, existen cada vez mas pruebas cientificas que apoyan la hipétesis
de que algunos componentes de los alimentos influyen de manera clara en el estado de
salud, e incluso pueden mejorar el bienestar y reducir el riesgo de desarrollar
enfermedades (Baum et al., 2012). A la fecha, se ha hecho énfasis en las recomendaciones
respecto a la fraccion lipidica de los alimentos, teniendo mayor importancia los PUFAs y
AGEs por su actividad metabdlica en el ser humano debido a que son nutrientes
indispensables para su crecimiento y desarrollo fisiolégico, ademas de prevenir
enfermedades cardiovasculares y diversos tipos de canceres (Hoffmire, Block, Thevenet-
Morrison, van Wijngaarden, 2012).

Por otra parte, en el procesado de alimentos se emplean AGEs con el propdsito de
enriquecer productos alimenticios aumentando de este modo su valor biolégico, sensorial
y funcional (Lopez-Huertas, 2010). Debido a lo anterior, existe una busqueda y evaluacién
de AGs w-3 y w-6 para ser empleados en la industria de los alimentos asi como para
evaluar el beneficio potencial para el consumidor por la ingesta de los mismos. Los PUFAs
y AGEs se encuentran en animales marinos y semillas, sin embargo, estudios recientes han
reportado que los coledpteros también los contienen (Arango-Gutiérrez, 2005;
Raksakantong, Meeso, Kubola, Siriamornpun, 2010; Fontaneto et al., 2011; Elemo et al.,
2011; Tzompa-Sosa et al, 2014).

En el estado de Oaxaca, Ramos-Elorduy et al., (1997), determinaron la composicién
nutrimental de varias larvas de coledpteros de la regidon de la Mixteca. Los autores
reportaron que el contenido de grasas es relativamente alto en estado larvario. A la fecha
no hay reportes en la literatura que muestre la composicién de AGs de las larvas y pupas
del ticoco que se consumen en Santiago Yolomécatl, Teposcolula, Oaxaca. Esta tesis se
realizdé con la finalidad de conocer la composicion de AGs del ticoco, y de este modo

promover su consumo como fuente de AGEs.



3. HIPOTESIS

Las fracciones lipidicas obtenidas a partir de larvas y pupas del insecto ticoco estan
compuestas por AGs poliinsaturados (PUFAs), dentro de los cuales se encuentran acidos

grasos esenciales (AGEs).



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Determinar la composicién de AGs presentes en los extractos grasos de larvas y pupas del
insecto comestible denominado “ticoco”, mediante el uso de cromatografia de gases

acoplado a espectrometria de masa CG-EM.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1. Colectar el insecto ticoco en los estados de desarrollo correspondiente a larva, pupa
e imago en los bosques de Santiago Yolomécatl, Teposcolula Oaxaca, en los meses de

Marzo y Abril de 2013.

4.2.2. |dentificar taxondmicamente al insecto comestible denominado ticoco, por medio
de las claves analiticas correspondientes y/o por comparacion de los géneros y especies
de coledpteros depositados en la coleccién nacional de insectos del Instituto de Biologia

de la UNAM.

4.2.3. Cuantificar el contenido de grasas totales presentes en larvas y pupas de ticoco por

gravimetria mediante la EAU empleada por Wei et al., (2008) y Tzompa-Sosa et al., (2014).

4.2.3. Identificar los lipidos del extracto graso por CCF en base al factor de retencion (Ry)

de los estandares de TG, AGs y colesterol (Tzompa-Sosa et al 2014).

4.2.3. Obtener los EMAGs a partir de los AGs libres y TG por medio de la trans-
esterificacion catalizada en H,SO; 0.9M en MeOH establecida por la Instrumental

Committe of the American Oil Chemist’s Society (AOCS), 1966.

4.2.4. Establecer el tiempo éptimo de la reaccion de trans-esterificacion para obtener la
mayor concentracion de EMAGs en base a la temperatura de 80°C establecida por la

AOCS, 1966.

4.2.5. Identificar y cuantificar los AGs mediante CG-EM empleando sus EMAGs

correspondientes.



5. ESTADO DEL ARTE

En este capitulo se habla sobre la relevancia nutrimental del consumo de insectos por su
alto contenido de PUFAs. Ademads, se mencionan estudios previos que demuestran que los
coledpteros contienen PUFAs principalmente w-9, w-6 y w-3. Se presenta un panorama
sobre la importancia del ticoco, que como se explicé anteriormente es un insecto poco

conocido que se consume en la region de la Mixteca del estado de Oaxaca.

5.1 Los insectos como parte de la alimentacién humana

Desde tiempos remotos y hasta nuestros dias, los insectos han sido consumidos por
diversas sociedades alrededor del mundo, jugando un papel importante en términos de
alimentacion y nutricion (Singh, Nabom, Chakravorty, 2007; Birgit, Oliver, 2013; FAO,
2013). La mayoria de los insectos comestibles poseen altas cualidades nutricionales, y en
algunos paises constituyen una parte importante de la dieta humana (Verkerk, Tramper,
van Trijp, Martens, 2007; Srivastava, Babu, Pandey, 2009; Chakravorty, Ghosh, Meyer-
Rochow, 2011; Birgit et al, 2013). Los insectos proporcionan vitaminas, minerales, AGs,
grasas, fibra, proteinas y sustancias activas para el tratamiento de enfermedades (Tang,
Shi, Zhao, Hao, Le, 2008; Srivastava et al., 2009; Chavunduka, 2010; Lokeshwari,
Shantibala, 2010; Raksakantong et al., 2010; Ratcliffe, Mello, Garcia, Butt, Azambuja,
2011; Ajai, Bankole, Jacob, Audu, 2013; Herzner et al., 2013). Debido a la abundancia de
insectos y su aporte nutrimental, actualmente se consumen y comercializan a precios
elevados (Siriamornpun, Thammapat, 2008; Viesca, Romero, 2009; Osasona, Olaofe, 2010;

Birgit et al, 2013).

5.2 El valor nutritivo de los coledpteros
Ramos-Elorduy et al., (1997) reportan poco menos de un centenar de especies de insectos
pertenecientes a 28 familias y 8 érdenes, sin embargo, el orden mas consumido es el de

los coledpteros con 443 especies (Ramos-Elorduy, Mufioz, Pino, 1998). De toda esta



diversidad de especies, Ramos-Elorduy et al., (1997) realizaron un analisis comparativo de

la composicién nutrimental de coledpteros del estado de Oaxaca, concluyendo en que

tienen un alto contenido de proteinas y grasas. Ademas, estudios posteriores mostraron

que el aporte nutrimental de los coledpteros es alto en proteinas y grasas, tal como se

muestra para la larva de R. phoenicis (Fabricius, 1801) (Elemo et al., 2011), Tabla 1.

También los coledpteros son ricos en sales minerales (Ca, Mg, Na, P y K) y en vitaminas,

principalmente del grupo B (Ramos-Elorduy et al., 1998; Ramos-Elorduy, Pino, 2001;

Ramos-Elorduy et al, 2006).

Tabla 1. Composicion nutrimental de algunos coledpteros (g/100 g base seca)

Nombre Proteinas Grasas Minerales Carbohidratos totales kcal/100g

(Escarabajos) Estructurales Otros
Oileus rimator, 21+1.3 47124 2+0.7 13+2.8 18+ 0.5 574
(Truqui, 1857)
Passalus punctiger, 26+0.3 44 +3.8 3+0.3 15+2.1 12+0.6 552
(Lepeletier, 1825)
Aplagiognathus spinosus, 26+1.2 36+2.8 3+0.5 15+1.9 19+1.0 508
(Newman, 1940)
Callipogon barbatus, 41+0.5 34+0.8 2+0.1 23+2.0 1+0.0 474
(Fabricius, 1775)
Homolepta sp 54 +0.0 18+0.1 7+0.6 12+1.9 10+0.8 410
Scyphophorus acupunctatus, 36+1.8 52+1.9 1+0.6 6+0.6 604 555
(Gyllenhaal, 1838)
Arophalus rusticus*, 20.60 56.10 1.70 5.10 17.00 652
(Linnaeus, 1758)
Arophalus sp* 20.98 56.86 1.49 5.94 14.73 654
Rhychophorus phoenicis**, 66.3+0.074 37.12+0.38 5.20x0.04 = - 478
(Fabricius, 1801)
Larva de ticoco*** 20.17+41.77 51.56+195 1.01+0..0 27.26+1.54 ---
Pupa de ticoco*** 2164+14 49.36+3.02 1.01+0.0 27.98 +1.27

Los datos que se presentan en esta tabla corresponden a larvas de insectos comestibles, a excepcidn del ultimo rengldn.
Ramos-Elorduy et al., 1997, *Ramos-Elorduy et al., (2006), **Elemo et al., (2011), ***Lépez-Herndndez, Salazar-Govea,
Santiago-Gomez, Gonzélez-Mondragdn, (2012).

5.3 AGs en insectos del orden coledptera

Recientemente se ha reportado la composicion de AGs de insectos del orden coledptera

tanto acudticos como terrestres, Tabla 2. En base a los datos reportados por Fontaneto et



al., (2011), se sabe que el porcentaje de AGs varia entre especies del mismo género por
factores tanto intrinsecos como extrinsecos (madurez, clima, temperaturas, estaciones de
afio, etc.). También se ha observado que la variacién de AGs en insectos esta asociada con
su alimentacion y con la planta hospedero de donde los insectos se alimentan (Bukkens,
1997). Por otra parte, Elemo et al., (2011), cuantificaron un total de 60.47+0.34 g de 4cido
estedrico/100 g de larva de R. phoenicis (Fabricius, 1801), y en menores cantidades el

acido oléico y linoléico (0.72+0.08 % y 3.51+0.19 %, respectivamente).

Tabla 2. Proporcidn de AGs presentes en coledpteros terrestres y acuaticos.*

AG Acuaticos Terrestres
SFAs 343+43 27.1+17.3
MUFAs 35.2+1.2 25.5+23.9
PUFAs 30.6 5.5 46.8+27.7
Acido a-linolénico (ALA) 47+23 25%15

Acido Araquiddnico (ARA) 56+2.2 46.8 +27.7

*Fontaneto et al., 2011.

5.4 Ticoco

Entre los coledpteros, las larvas de la especie Scyphophorus acupunctatus (Gyllenhaal,
1838), conocidas como botijas son consumidas en el estado de Oaxaca (Ramos-Elorduy,
Pino, 1989). En la poblacién de Santiago Yolomécatl, Teposcolula, Oaxaca y pueblos
vecinos se consume un coledptero terrestre conocido como ticoco, incluyendo larvas y
pupas asi como el abdomen del imago. Son preparados fritos, cocidos, empanizados,
asados, e incluso, se comen crudos. Las principales caracteristicas de las larvas de ticoco
son los pliegues de su cuerpo graso de color marfil mientras que las pupas adquieren la
forma que se muestra en la Figura 1, en donde se observa la metamorfosis para llegar al
estado de imago (adulto). Los escarabajos depositan sus huevos en las grietas de los elites
viejos (Alnus jurullensis (Kunth 1817)), en donde las larvas se alimentan y las pupas se

desarrollan.



a) b) c)

Figura 1. Estados del ticoco: a) larva, b) pupa, c) imago

Existe una gran diversidad de especies de coledpteros reportados como ticoco los cuales

son consumidos en la Mixteca Oaxaquefia, Tabla 3. Ramos-Elorduy et al. (1997)

registraron a las larvas de ticoco como especies comestibles, aunque como se menciond

anteriormente, existen poblaciones en las que también se consumen las pupas de estos

insectos.
Tabla 3. Los coledpteros consumidos en la mixteca oaxaqueiia*
E
Genero Especie Lugar y region Nombre comun stado de
consumo
Stenodontes cer. maxillosus (Drury, 1773)  Nduayaco, Apoala ticoco del encino Larva
podrido
Callipagon barbatum, (Fabricius, 1781) Tlaxiaco Cuautolin Larva
Derobrachus procerus, (Thomson, 1860) Tlaxiaco ticoco del encino Larva
Aplagiognathus  spinosus, (Newman, 1940) Tlaxiaco ticoco del encino Larva
podrido

*Ramos-Elorduy et al., 1997.



6. ANALISIS DE FUNDAMENTOS

En el presente capitulo se sefiala la importancia nutrimental y bioldgica de los AGs
contenidos en alimentos, asi mismo se menciona la relevancia de los AGs, PUFAs y AGEs.
Se presenta un panorama sobre la importancia del andlisis quimico en alimentos, que

involucra los métodos de extraccidn, cuantificacién y caracterizacién de AGs.

6.1 Acidos grasos

Los AGs se definen como acidos mono-carboxilicos de cadena alifatica con nimero par
(por regla general) de atomos de carbono los mas comunes (Badui, 2006; Wade, 1993).
Estos AGs conforman parte de las grasas y aceites en forma de TG, los que a su vez, son
ésteres de AGs con glicerol. El glicerol, un polialcohol, estd esterificado con uno, dos, o
tres AGs, resultando en monoglicéridos (MG), diglicéridos (DG), o TG, respectivamente. En
la Figura 2, se presenta la formacidon de un TG a partir de una molécula de glicerol y tres

de AGs.

Ho)k/\/\/\/\/\/\/\

(o]

OH + Ho)l\/\/\/\/\/\/\/\

0

> )J\/\/\/\/\/\/\/\
HO

Glicerol 3 Acido palmitico

-3H,0

HO.

Tripalmitina

Figura 2. Formacién de un TG a partir de un glicerol y tres AGs (Badui, 2006)
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6.1.1 Caracteristicas estructurales de los AGs

Existen dos clases generales de AGs en la naturaleza: los saturados (SFA) y los insaturados,
los cuales se distinguen por algunas caracteristicas estructurales, Tabla 4, (Lehninger,
1980; Hamilton, Hamilton S., 1992). Ademas, los PUFAs contienen dobles enlaces con
configuracion Z-(cis), que usualmente son mas abundantes en la naturaleza en
comparacion a su isémero E-(trans). En contraste, la configuraciéon E-(trans) estd asociada
con problemas de salud y debe evitarse el consumo excesivo de este tipo de AGs (Micha,

Mozaffarian, 2008; Kandhro et al., 2008; Grimm et al., 2012).

Tabla 4. Caracteristicas estructurales de los AGs*

Caracteristicas Fisicoquimicas Nomenclatura

Acido estearico (SFA) (o]

OH

Sélidos o semi-sélidos; no presentan dobles enlaces y suele Laurico (Dodecanoico, C12:0)
nombrar el hidrocarburo con la terminacion “oico” Palmitico (Hexadecanoico, C16:0)
Estedrico (Octadecanoico, C18:0)

Acido oléico (MUFA) o

WWW/\)LOH

Liquidos; presentan un doble enlace, y suele colocarse el Miristoléico (9-tetradecenoico, C14:1-w 5)
simbolo w para ubicar dicha instauracion (contada a partir del Palmitoléico (9-Hexadecanoico, C16:1- w 9)
ultimo carbono de la cadena carbonada). Oléico (9-Octadecanoico, C18:1- w 9)

T T OH

Liquidos; presentan dos o mas enlaces dobles, por ejemplo, enla Linoléico (C18:2,w -6)

nomenclatura del 4cido oa-linolénico, ALA (C18:3 w-3), el nimero  ALA (C18:3, w-3)

18 se refiere a la cantidad de 4&tomos de carbono, el nimero tres ARA (C20:4, w-6)

se refiere al nimero de enlaces dobles. Eicosapentanoico “EPA” (C20:5, w-3)
Decahexanoico “DHA” (C22:6, w-3)
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Tabla 4. (continuacidn) Caracteristicas estructurales de los AGs

o Acido vernolico fo)
/\/\A/W/\)LOH
AGs menos comunes
Sélidos y liquidos; presentan un nimero impar de atomos de Crepeninico

carbono, enlaces acetilénicos, grupos epoxi-, hidroxi-, anillos Verndlico
ciclopropano y ciclopentano.

*La configuracidn del enlace doble en cada caso es z-(cis). Badui, 2006; Gustone, 1992; Choong, Lin, Chen, 1999; Murray,
2001; Barcelé-Coblijn, Murphy, 2009.

6.1.2 Importancia nutricional y funcional de los AGs

Los AGs tienen gran importancia en la nutricion, ya que son la principal fuente de
almacenamiento de energia (9 kcal/g) cuando se encuentran en forma esterificada (Badui,
2006). Los AGs, en especial los AGEs, son necesarios para un crecimiento y desarrollo
normal de los seres humanos, por lo que deben ser incluidos en la dieta del individuo
debido a que el organismo no los puede sintetizar y su carencia da lugar a ciertas
manifestaciones clinicas como las enfermedades cardiovasculares (Elvevoll, James, 2000;
Galli, Risé, 2009; Hoffmire et al., 2012). Los AGEs son importantes biolégicamente debido
a que dentro del organismo forman parte de la membrana celular, regulan la presién
arterial y son indispensables en la reparacién celular (Hu et al., 2002; Kris-Etherton et al.,
2002; Barcelé-Coblijn, Murphy, 2009). También, los PUFAs son precursores de la sintesis
de algunas hormonas como las prostaglandinas que cumplen una funcién importante para
la salud (Simopoulos, 2002; Baum et al., 2012). Adicionalmente se ha reportado que el
acido oléico, el EPA y el DHA previenen varios tipos de canceres (Terry, Rohan, Wolk,

2003; Larsson, Kumlin, Ingelman-Sundberg, Wolk, 2004; Win, 2005).
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6.1.3 Fuentes naturales de AGs

Uno de los principales nutrimentos presentes en los alimentos son las grasas, las cuales
estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza, siendo abundantes en productos de
origen animal, vegetal y marino. Las grasas de origen animal son ricas en SFA,
especialmente aquellas provenientes de mamiferos como el cerdo, la oveja, el pollo y la
vaca. Las grasas provenientes de otros grupos de animales, como peces, contienen PUFAs
w-3, DHA y EPA (Silveira-Rodriguez, Monereos-Megias, Molina-Baena, 2003; Hoffmire et
al., 2012). Los aceites vegetales provenientes de semillas como el maiz, girasol, soya y
oliva, tienen un alto contenido de AGEs y PUFAs (acido oléico, ®-9; 4cido linoléico, ®-6; y
acido linolénico, ®-3), por ello es importante y conveniente que formen parte de la dieta.
Pero no sélo los alimentos antes mencionados son ricos en AGs, también los insectos son

un recurso importante de estos metabolitos esenciales (Fontaneto et al., 2011).

6.1.4 AGs en insectos

Los lipidos forman parte de la estructura de los insectos y suelen almacenarse en un
drgano conocido como cuerpo graso que es analogo al tejido adiposo del higado en los
vertebrados. Se ha observado que por lo general mas del 90% de los lipidos del cuerpo
graso de los insectos son TG (Canavoso, Jouni, Karnas, Pennington, Wells, 2001). Como en
cualquier otro organismo, los lipidos son fuente de energia y componentes estructurales
de las membranas en los insectos (Raksakantong et al., 2010); ademads, para muchos de
ellos, la energia durante los periodos en los que no se alimentan (como en la etapa de
huevo y pupa) proviene de los AGs de los TG (Cakmak, Bashan, Bolu, 2007). Sin embargo,
también realizan funciones especificas para ellos, como por ejemplo, son precursores de
la biosintesis de feromonas asi como de componentes de sus secreciones de defensa (Ray

etal. 2011; Rodstein et al., 2011).
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6.2 Anadlisis quimico de AGs en alimentos

6.2.1 Métodos generales de extraccion de grasas y AGs

La extraccién es un proceso por el cual se separa una sustancia o grupos de sustancias
basandose en la diferencia de solubilidad de las mismas, en un determinado disolvente. La
extraccidon se puede realizar a partir de muestras sdlidas o liquidas. En el primer caso hay
dos fases una sélida y una liquida, mientras que en el segundo se deben presentar dos
fases liquidas inmiscibles. En los métodos de extraccién para la separacion de grasas, la
mayoria se basa en la extraccidn con diversos disolventes tales como hexano, cloroformo,
éter de petréleo o etilico, entre otros. Para lograr la extraccion de metabolitos de interés
con un minimo de degradacion de las grasas se describe a continuacion el siguiente

método.

6.2.2 Extraccion asistida con ultrasonido (EAU)

La EAU facilita y acelera los procesos de extraccién de compuestos organicos de muestras
sélidas (Azuala, Vargas, 2007). Este proceso de extraccidon es mads rapido y mas completo
en comparacion con los métodos tradicionales como la maceracion y Soxhlet (Metherel,
Taha, Izadi, Stark, 2009). Con la EAU se tiene un mayor rendimiento, y se ha demostrado
gue la extraccién es mas eficiente en periodos cortos de tiempo (30 min) a temperatura
ambiente (Trusheva, Trunkova, Bankova, 2007). Estudios recientes indican que el
tratamiento con ultrasonidos mejora de forma significativa la extraccién de aceites
naturales en semillas e insectos, sin modificar las estructuras de los TG y AGs (Zhang,
Wang, liao, Chen, Mao, 2008; Wei et al., 2008; Metherel et al., 2009; Tzompa-Sosa et al.,
2014).

6.2.3 Preparacion de ésteres derivados de AGs
En muchos casos la determinacidon de analitos de interés se desarrollada sobre moléculas

intactas; sin embargo para sustancias no volatiles, termo inestables y reactivas como los
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AGs, se requiere de su derivacidn previa a la cromatografia (Christie, 1989). Los derivados
mas comunes de los AGs son los EMAGs, los cuales se pueden obtener via condiciones
basicas (NaOCHs, KOH y NaOH) o acidas (HCI, H,SO4 y BF3) sobre los lipidos aislados de la
matriz alimenticia (Hamilton, Hamilton S., 1992). Tedricamente, la preparaciéon de los
EMAGSs ocupa varias reacciones quimicas reversibles en un sistema complejo, cada uno

con su propia capacidad catalitica y limitaciones de aplicacion.

6.2.4 Trans-esterificacion catalizada por H,SO; en MeOH

Los AGs de los TG pueden ser trans-esterificados por un alcohol en presencia de un
catalizador acido conveniente, tal como se ilustra en la Figura 3. En el medio de reaccidn,
primero ocurre la protonacién del TG (a) después, por la adicidn de un alcohol, se origina
el intermediario (b), el cual se puede disociar a través de un estado de transicidn (c),

produciendo al nuevo éster (d).

. -0x (b)

won 1., 2 aolbe
o W - 7R
OR”

(d) (c)

R: TG R: —CH, R: Grupo alquilo de alto peso molecular (AG)

Figura 3. Mecanismo de trans-esterificacion de un TG catalizado en medio acido (Christie, 1989).
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Las condiciones preferidas para la reaccion de trans-esterificacion son: exceso de alcohol
(MeOH) y ausencia de agua. Las condiciones libres de agua se alcanzan por adicién de
sulfato de sodio anhidro (Na,SO4) o 2,2-dimetoxipropano al medio de reaccion (Christie,
1989). Un catalizador acido, considerado por los cientificos como el mejor para la reaccién
de trans-esterificacion, es el HCl en MeOH al 5% (Christie, 1989). Sin embargo, Hitchcock y
Hammond (1980), afirmaron que el H,SO4 al 2% en MeOH es un buen reactivo para
metilar AGs, éste fue aprobado en 1966 por la AOCS. Para evitar la degradacidn de los AGs
en las reacciones de conversion a ésteres se deben tomar algunas consideraciones tales
como que el H,SO4es un agente oxidante fuerte y debe emplearse en concentraciones
menores al 10%, evitar tiempos largos de reflujo (hasta seis horas) y evitar altas

temperaturas (menores a 170 °C) (Hansen, Smith, 1966).

6.2.5 Cromatografia en capa fina (CCF) de lipidos

El analisis por CCF es un método analitico empleado para analizar muestras de lipidos,
mediante esta técnica de andlisis se puede determinar la concentracién de EMAGs, TG, DG,
MG y AGs. Ademas, la CCF se usa para procesos de aislamiento o concentracion, debido a
gue por simple adsorcién en silice se pueden separar exitosamente EMAGs de TG y AGs,
qgue difieren en su polaridad y longitud de cadena, Figura 4. Los compuestos de cadena
larga son ligeramente menos polares que sus analogos de cadena media, y los PUFAs son
ligeramente mas polares que sus homoélogos saturados. Los AGs o ésteres con grupos
funcionales polares adicionales (hidroxi, epoxi, etc.) los cuales se separan con facilidad
dependiendo del nimero de dichos grupos, de tal manera que la CCF provee un facil
camino para la identificacidn y separacion de tales compuestos previo a la inyeccidon en

equipos de cromatografia.
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Figura 4. CCF de lipidos. Muestra 0: analisis de aceite usado
antes de la reaccion, se identifican B, C, D y E. Muestra 1: analisis
de una mezcla de Ay C. Muestra 2: andlisis del aceite de girasol,
antes de la reaccién. Se identifica B, no se observan D ni E.
Muestra 3. Andlisis de la fase de A puro en este andlisis
Unicamente se identifican los EMAG (Aliseda, 2002).

6.3 Técnicas instrumentales para asignar estructura quimica de AGs

Para la caracterizacion de compuestos aislados de muestras bioldgicas, se utilizan un
grupo de técnicas instrumentales que permiten la obtencién de espectros
correspondientes a los niveles energéticos de dtomos y moléculas. La espectrometria de
masa (EM) y/o la cromatografia de gases acoplada a masas (CG-EM) en combinacién con
otras espectroscopias como la resonancia magnética nuclear (RMN) e infrarrojo (IR),
forman la base del analisis quimico cualitativo y cuantitativo para la identificacién vy
caracterizacion de estructuras moleculares de una muestra o mezcla. El analisis de los
datos provenientes de estas espectroscopias permite asignar la estructura quimica al

compuesto en estudio.
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6.3.1 Cromatografia de gases (CG)

La CG ha jugado un papel importante en el andlisis de todas las clases de lipidos
encontrados en fuentes naturales, tanto de origen vegetal como animal (Evershed, 1992),
con excepcion de algunos compuestos isoprenoides de alto peso molecular
(carotenoides). La primera separacién de AGs fue realizada por James y Martin (1952),
hasta nuestros dias, la CG ha revolucionado el estudio de los lipidos porque ha hecho
posible la determinacién completa de AGs, en tiempos de analisis muy cortos (Christie,
1989). Los AGs son generalmente convertidos a sus correspondientes EMAGs (Christie,
1989) antes del analisis cromatografico para aumentar su volatilidad, mejorar la forma de
los picos y lograr, por ende, una resolucién mds alta de los respectivos derivados de AGs
(Liu, 1994). El andlisis de los EMAGs puede realizarse en columnas capilares apolares
(polidimetilsiloxano), columnas altamente polares o en columnas polares (poli etilenglicol)
(Supelco, 1997); siendo estas ultimas las mas utilizadas. Los correspondientes EMAGs
eluyen en orden creciente de su longitud y grado de instauracién en columnas polares. El
detector de ionizacidn en llama, es el sistema de deteccion mds utilizado para registrar
EMAGs. En la CG la fase mdvil es un gas inerte (helio, nitrdgeno o hidrégeno), mientras
gue la fase estacionaria puede ser un sélido o un liquido. La separacién de una mezcla por
medio de CG consiste basicamente en inyectar una muestra en el equipo, volatilizarla,
cargarla en la columna cromatografica y hacerla eluir a través de la fase estacionaria por

medio del flujo de un gas inerte (Skoog, Crouch, Holler, 2008).

6.3.2 Espectrometria de masa (EM)

La EM es capaz de detectar concentraciones bajas de analitos provenientes de alimentos
de origen vegetal y animal. La EM suministra informacién tanto cualitativa como
cuantitativa sobre los compuestos que eluyen de una columna o que se insertan
directamente a la cdmara de ionizacién. La EM es una técnica empleada para estudiar las
masas de atomos, moléculas o fragmentos de moléculas (iones fragmento), estos
fragmentos dan informacién relevante respecto de la estructura del analito. Para obtener

un espectro de masa las moléculas gaseosas o las especies desorbidas de fases
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condensadas se ionizan, los iones se aceleran en un campo eléctrico y a continuacion se
separan segun su relacion masa/carga (m/z). El proceso de esta espectrometria

comprende basicamente cuatro etapas (Corral, 2006):

lonizacidn de la muestra.
Aceleracién de los iones por un campo eléctrico.

Dispersion de los iones seglin su masa/carga (m/z).

P w N

Deteccidén de los iones y produccién de la correspondiente sefal eléctrica.

Las moléculas entran a una cdmara donde se ionizan por impacto electrénico
comunmente, los electrones emitidos por un filamento caliente son acelerados a través de
un potencial, generalmente de 70 electrovolts (eV). Practicamente todas las moléculas
estables tienen un nimero par de electrones, pero cuando se pierde un electrén, el cation
que resulta con un electrén desapareado se designa como M" (i6n molecular), el cual
indica la masa molecular de un compuesto desconocido. Después de la ionizacién, el ién
M, normalmente tiene suficiente energia interna residual (aprox. 1 eV) para romperse en
fragmentos. En algunas ocasiones ciertos compuestos no generan el idn molecular
utilizando la ionizacion electrénica, porque el ién molecular se rompe con gran eficacia.
No obstante, los fragmentos proporcionan claves valiosas de la estructura de un
compuesto desconocido, como se muestra en la Figura 5. En el espectro de masas del
éster metilico del acido oléico, se destaca el ion molecular M* (m/z 296) asi como los
iones correspondientes a las pérdidas del radical CH30- y del reordenamiento
(McLaffertty, Turecek, 1993), (M-74), en m/z 265y 222, respectivamente. El idn pico base,
m/z 55, corresponde a la formacion del ion (CsH;)". Para hallar la masa molecular se puede
obtener un espectro por ionizacién quimica, que normalmente da un pico intenso del ion

MH" (Harris, 2007).
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Figura 5. Espectro de masa del éster metilico del acido oléico (Autores) y su fragmentacidn tipica
(McLaffertty, Turecek, 1993).
6.4 Analisis estadistico
A través de un analisis estadistico, se conoce la funcién de probabilidad de los datos, y a
partir de ella, se sabe su comportamiento, los pardmetros estocdasticos y se determinan las

probabilidades de interés. En la practica, la mayoria de los sucesos estadisticos tienen, a
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nivel de funcion de probabilidad, un comportamiento andlogo que hace que sean
susceptibles de encajar dentro de alguno de los modelos mas usuales de distribucion de

probabilidad, algunos de estos modelos se explican a continuacién.

6.4.1 Distribucidn F de Fisher

En estadistica, una variable F se define como el cociente entre dos variables ji-cuadrados
divididas por sus correspondientes grados de libertad. Esta distribuciéon se emplea para
probar si dos muestras provienen de poblaciones que poseen varianzas iguales. Esta
prueba es Util para determinar si una poblacién normal tiene una mayor variacién que la
otra y también se aplica cuando se trata de comparar simultaneamente varias medias

poblacionales (Moreno-Gil, 1995).

6.4.2 Distribucion t de Student

En estadistica, una prueba t de Student es aquella en la que el estadistico utilizado tiene
una distribucion t de Student si la hipdtesis nula es cierta. Se aplica cuando la poblacién
estudiada sigue una distribucién normal pero el tamafo muestral es demasiado pequefo
como para que el estadistico en el que esta basada la inferencia esté normalmente
distribuido, utilizdndose una estimacién de la desviacidn tipica en lugar del valor real. Es
utilizado en analisis discriminante, mediante el cual se comprueba si las medias de dos

poblaciones distribuidas en forma normal son iguales (Fadem, Barbara, 2008).
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7. METODOLOGIA

En el presente capitulo se describen los materiales, equipos y etapas del desarrollo
experimental del proyecto de tesis, Figura 6. Asimismo se menciona la relevancia de los

métodos del analisis quimico en alimentos para la obtencién de los AGs.

7.1 Materiales, equipos y reactivos

Balanza granataria Ohaus de 2610 g, balanza analitica Sartorius BL210S, congelador
General Electric modelo FUM 17DRBRWIT, refrigerador Acros-Whirlpool modelo
ARMO7NP, calibrador vernier digital electrénico General (+0.1 mm), sonicador-
degasificador Branson 8510, parrillas de calentamiento Barnstead Thermolyne CIMAREC e
IKA C-MAG HS4, vértex Barnstead International Type 16700 Mixer e IKA vortex 3,
rotavapor Heildoph Laborota 4000 efficient, bomba de vacio vacuum brand MZ2C,
[dmpara de UV modelo UVG-54 mineralight UV-254 nm San Gabriel CA91778, digestor
Hach modelo DRB 200, bomba de vacio de diafragma 50/60 Hz 2.6/1.3 A vacuum brand
GMBH-CO Kg, desecador de vidrio con vélvula de vacio CSN SIMAX, Cromatdgrafo de
Gases-MS Perkin Elmer Clarus 580 MS Clarus SQ 8S, columna: Elite =5 MS 30 m x 0.32 mm
DI 0.25 pm.

Material de vidrio en general, estandares de AGs: estearico (S-4751), palmitico (P-0500),
miristico (M-3128), palmitoléico (P-5585), oléico (0-1008), linoléico (L-1376), linolénico (L-
2376), tripalmitina (T-5888), palmitato de colesterol 98% HPLC (C-6072), 2,6-bis(1,1-
dimetiletil)-butil-4-metilfenol (BHT), hexano y placas de silice gel con indicador (Sigma-
Aldrich). Hexano grado HPLC Burdick Jackson, acido acético glacial, cloroformo, éter
etilico, MeOH, etanol anhidro, acetona, H,S0,4 formaldehido (todos de la marca J.T.
Baker). Cloruro de sodio, bicarbonato de sodio, Na,SO4, gel de silice granular con indicador
(todos de la marca Meyer). Asi mismo todos los disolventes utilizados antes de ser
empleados recibieron un tratamiento de desgasificacidon con el fin de eliminar trazas de

peroxidos y oxigeno.
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Figura 6. Etapas del desarrollo experimental de esta de tesis.
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7.2 Recoleccion del insecto de ticoco

La recoleccién del ticoco se efectud en el bosque de Santiago Yolomécatl, Teposcolula,
estado de Oaxaca, que se localiza en la parte noreste del estado, en la coordenada 97° 34’
longitud oeste, 17° 28" latitud norte y a una altura de 2,120 metros sobre el nivel del mar.

A una distancia aproximada a la capital del estado de 147 kilémetros.

Recoleccion y conservacion: Los insectos se extrajeron de troncos podridos de arboles de
elite (Alnus jurullensis (Kunth 1817)), los insectos fueron removidos con ayuda de una vara
curva y la madera fue removida con un hacha. Las pupas se limpiaron (remocién de
particulas de madera) pesaron, midieron, y se colocaron en frascos dmbar que se
almacenaron a -20°C. Por otra parte, las larvas recolectadas se mantuvieron sin
alimentacion por 2 dias, con el propésito de que los insectos defecaran la materia
orgdnica contenida en su intestino. Pasado este tiempo se pesaron, midieron y fueron

almacenadas del mismo modo que las pupas.

7.3 Determinacion Taxondmica

Preparacion de disoluciones: solucion Kahle; se midieron y mezclaron los siguientes
reactivos: 59 mL de agua destilada, 2 mL de acido acético glacial, 28 mL de etanol anhidro
y 11 mL de formaldehido al 37 %. La solucidn asi descrita sirvié para la conservacién del

insecto previa a la identificacion taxonédmica (Marquez, 2005).

Andlisis taxonémico: |la taxonomia de las larvas, pupas y escarabajos fueron determinadas
en el Laboratorio de Entomologia del Instituto de Biologia, de la Universidad Nacional

Auténoma de México (UNAM) por el Dr. Santiago Zaragoza Caballero.

7.4 Extraccion y cuantificacion de grasas
La extraccion de las grasas de las larvas y pupas de ticoco se llevd a cabo empleando la

técnica de EAU, y considerando las recomendaciones de Folch, Lees y Sloane, (1957),
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Raksakantong et al.,, (2010) y Elemo et al.,, (2011), de la forma que se describe a

continuacion.

Preparacion de disoluciones: solucion de NaCl al 0.9 %; se pesaron 9 g de NaCl y se
disolvieron en 1 L de agua destilada estéril y degasificada. BHT al 1%; se pesaron 10 mg de
BHT y se disolvid en 1 L de MeOH degasificado. CHCl3:MeOH (2:1, v/v); se midieron 80 mL

de CHCl3 que se mezclaron con 20 mL de MeOH, ambos degasificados.

Extraccion: En un frasco dmbar de 100 mL de capacidad se pesaron aproximadamente 8 a
10 g de larvas, previamente homogenizadas, que se sometieron con disolvente a EAU, por
un periodo de 20 min (por triplicado) a 27 °C. Se utilizaron 40 mL de una mezcla
CHCl3:MeOH (2:1, v/v), al MeOH previamente se le adiciond BHT al 1% como agente
antioxidante para evitar la degradacion de los AGs. Los extractos colectados se lavaron
con 15 mL de una solucién salina de NaCl al 0.9 % en un embudo de separacion,
separandose la fase cloroférmica que contenia la grasa. Se realizaron dos extracciones
consecutivas con 20 mL de CHCls, seco y degasificado para extraer la mayor cantidad de

grasa.

Cuantificacion: El extracto cloroférmico resultante se concentré en un evaporador
rotatorio a vacio, hasta obtener el material lipidico libre de disolventes, el cual se colocd
en un vial ambar. El contenido de grasa en base himeda se obtuvo por diferencia de peso,
y se expreso en g de grasa en 100 g de muestra, Formula 1. Por otra parte, el contenido de
lipidos en base seca se calculé de acuerdo a la Férmula 2, en base a los datos de humedad

reportados por Lopez-Hernandez et al., (2012).

masa del extracto lipidico Férmula 1
% de grasa base humeda = — P * 100
masa inicial humeda
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% de grasa en base humeda
100 — %de agua

Férmula 2

% grasa en base seca = ( ) x* 100

7.5 Cromatografia de capa fina

Preparacion de disoluciones: Fase movil; éter de petréleo: éter etilico: dcido acético, 100 mL
de la mezcla se prepararon con 85 % hexano, 15 % éter etilico y 1 ml de 4cido acético glacial
(Tzompa-Sosa et al, 2014). Fase estacionaria; gel de silice. Estandares de lipidos: tripalmitina
HPLC, 4cido linolénico, linoléico, oléico, estedrico, palmitico y palmitato de colesterol HPLC.

Revelador quimico; H,SO4 al 50 % en agua.

Cromatografia: se depositaron las muestras y los estandares a dos cm del borde inferior de la
placa empleando capilares, lentamente y sin tocar con las manos el gel de silice, se esperd
que el disolvente se evaporara antes de continuar sembrando. Se colocd la placa en la
camara cromatografica saturada con el disolvente y se dejé correr hasta que el frente avanzé
a una distancia previamente fijada. Una vez terminada la cromatografia, se retird la placa de
la cdmara, se marcé el frente de la fase movil y se secd la placa al aire. Los cromatofolios
fueron revelados con luz ultravioleta a 254 nm y para observar todas las sefiales se empled
como revelardor H,SO,4 al 50 %, sometidos a calentamiento en una parrilla eléctrica a una
temperatura aproximada de 100°C. Se determinaron los Rs (Férmula 3) comparando con los
estandares, también se compard con el extracto antes y después de la reaccién de trans-

esterificacion.

Distancia de migracién: desde el origen hasta el centro de la sefial Férmula 3

R, =
7™ Distancia de revelado: desde el origen hasta el frente de disolvente
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7.6 Obtencidon de los EMAGSs
El analisis de AGs se llevd a cabo mediante la obtencion de sus ésteres metilicos,
basandose en el método de la AOCS 1966, el cual fue empleado por Elemo et al., (2011)

de la siguiente manera:

Preparacion de disoluciones: BHT al 5%; se pesaron 5 mg de BHT y se disolvieron en 1L de
MeOH anhidro degasificado. H,SO4 0.9 M en MeOH; se midieron 0.48 mL de H,SO4
concentrado al 98.8 %, se disolvié y aforé en 10 mL de MeOH anhidro al 5% de BHT, esta
mezcla catalizadora se prepard al momento de ser utilizada para la trans-esterificacion.

NaCl al 0.9%; se pesaron 9 g de NaCl y se disolvieron en agua destilada estéril.

Trans-esterificacion: Aproximadamente 40 mg del material lipidico de las larvas o pupas,
se colocaron en un tubo Hach 16x150 mm; seguido 100 mg de Na,SO4anhidro y 100 uL de
hexano anhidro, inmediatamente se adiciond 1 mL de la solucidn catalizadora de H,SO,. La
mezcla se agitdé vigorosamente evitando la formacion de burbujas, y se calenté a 80 °C en
un digestor Hach durante el tiempo establecido por la AOCS, (1966). Después del tiempo
de reaccion, el sistema se dejé enfriar a temperatura ambiente, inmediatamente al tubo
se le adicionaron 500 pL de hexano seco seguido de 1.5 mL de NaCl al 0.9%, se agito y se
dejéo en reposo hasta que se observé la separacion de las fases. Se realizaron las
extracciones de los EMAGs con 500 pL de hexano, y los extractos hexanicos se lavaron con
bicarbonato de sodio diluido para neutralizar residuos del H,SO4. Los extractos que
contenian los EMAGs se secaron con Na,SO,; anhidro, se filtraron y se recolectaron los
filtrados en viales dmbar. Posteriormente el disolvente se evapord a vacio en desecador
con gel de silice y los viales que contendian los EMAGs fueron almacenados y cubiertos

con parafilm en congelacién.

7.7 Identificacion de los EMAGs
Los EMAGs de la fraccion lipidica de la larva y pupa de ticoco, fueron caracterizados
analizando los datos espectrométricos de CG-EM. Todos los datos espectrométricos se

obtuvieron en el Laboratorio de Central Analitica del Departamento de Biotecnologia y
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Bioingenieria, del Centro de Investigacion de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico

Nacional, CINVESTAV-IPN. Los experimentos fueron realizados por la QFB. Elvira Rios Leal.

Condiciones Cromatogrdficas: Temperatura del horno 120 °C por 4 min con una
aceleracion de 4 °C/min hasta 250 °C, temperatura de la columna: 150 °C por 4 min con
una aceleracion de 5 °C/min hasta 300 °C a 10 min, volumen de inyeccién: 1L, fase mévil

helio: 1 mL/min, columna de 30.0 m x 320 um.

Condiciones EM: EM Sistema Cuadrupolo SQ 8S controlado con el software TurboMass, los
analisis fueron monitoreados en modo SIM, energia de lonizacion: 70 eV, temperatura de
transferencia 280 °C, temperatura de la fuente de ionizacion: 220 °C solvent delay: 3 min

scan 0-500 DA.

Determinacion. Los EMAGs se disolvieron en 2.5 mL de hexano HPLC, y se inyecté 1 ul al
equipo de CG-EM en una aceleracién 1/10 mL. La identificacidn se realiz6 comparando los
tiempos de retencién de estdndares de AGs puros metilados, generando sus
correspondientes espectros de masa, estos espectros fueron comparados con los

espectros de la biblioteca del equipo.

Cuantificacion: Los EMAGs de los extractos hexanicos se disolvieron en hexano HPLC, y
para su cuantificacion se prepararon previamente curvas de calibracion de AGs metilados

puros (miristico, palmitico, palmitoléico, estedrico, oléico y linoléico), Apéndice |.

7.8 Efecto del tiempo de reaccion sobre la concentracion de AGs

Se realizd una cinética de reaccién para determinar el tiempo dptimo para cuantificar la
mayor concentracién de AGs a partir de sus correspondientes EMAGs. Esta cinética fue
monitoreada por CCF y CG-EM a los tiempos de 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240,
270, 300, 330 y 360 min de la forma descrita en la seccidon 7.6. La cinética se realizd por
duplicado sobre los extractos grasos de la pupa de ticoco. Una vez determinado el tiempo

Optimo se reprodujo la reaccion por triplicado para su cuantificacion por GC-EM.

28



8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Localizacion y obtencidn del insecto comestible

Las larvas, pupas e imagos fueron recolectados en los bosques de Santiago Yolomécatl,
Teposcolula, Oaxaca. Los puntos de muestreo correspondieron Unicamente a dos lugares
cuya ubicacion fue de aproximadamente 500 metros uno con respecto al otro, en cada
lugar sélo se selecciond una planta para la recoleccién de los insectos. Una caracteristica
importante de los puntos de colecta fue que las plantas hospederas se encontraban
cercanas a yacimientos de agua. Dichas plantas fueron arboles denominados Alnus
jurullensis Kunth 1817 (Elite), segun estudios de identificacion realizados por el M. C.

Rafael Barba, del Herbario Nacional del Instituto de Biologia, de la UNAM.

La recoleccién se realizé cuidadosamente evitando dafiar al insecto por corte vy
manipulacidn, estas recolecciones fueron durante la mafana con el propdsito de evitar
gue los insectos se expusieran al sol. En el habitad natural de los insectos, se encontraron
larvas y pupas. Se observé también la metamorfosis de una larva a pupa cuando ésta se
encontraba dentro del nido del arbol. Después de la recoleccién, los insectos fueron
colocados en una caja con aserrin con la finalidad de evitar el dafio fisico (friccion,
mordeduras etc.) y ambiental (calor, humedad, luz) durante el transporte al Laboratorio

de Quimica de la UTM.

8.2 Caracteristicas fisicas de las larvas y pupas de ticoco

En la Tabla 5 se muestran los datos correspondientes al peso y a las dimensiones (largo y
grosor), para las larvas y pupas de ticoco. El peso promedio de 22 pupas fue de 6.95+1.65
g de pupa entera, con una longitud y anchura media de 5.39+0.43 cm y 2.38+0.21 cm,
respectivamente. En el caso de la pupas, su tamafio y peso fueron mayores que para las
larvas, cabe mencionar que las dimensiones de estos insectos variaron debido a los

pardmetros intrinsecos y extrinsecos del lugar donde fueron colectados (su biologia, clima,
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tipo de vegetacion, suelo etc.), segun Bukkens (1997) los cuales han sido observados en

otros insectos comestibles

Tabla 5.Dimensiones promedio de larvas y pupas de ticoco

Caracteristica Larva Pupa

Peso (g) 4.25+1.54 6.95%+1.65
Longitud (cm) 5.874+0.29 5.39+0.43
Grosor (cm) 2.35+0.41 2.38+0.21

8.3 Determinacion taxondmica de larvas y pupas de ticoco
Para identificar de manera adecuada al insecto se realizd la preparacion y conservacién

por separado, de la larva, pupa y escarabajo del ticoco en una solucién Kahle, Figura 7.

<5
s

Figura 7. Conservacion del insecto ticoco en diferentes etapas, a) larva, b) pupa, c) pupa, d) pupa,
e) larvas y f) imago.

Las muestras fueron enviadas al Departamento de Zoologia del Instituto de Biologia, de la
Universidad Nacional Auténoma de México, IB-UNAM, donde el Dr. Santiago Zaragoza

Caballero, Investigador especialista en coledpteros, identificé a los insectos, Tabla 6.
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Tabla 6. Identificacion taxondmica del insecto comestible ticoco.

Estado Nombre Cientifico
Larva (Figura 7 a) Larva de la Familia Buprestidae
Pupa (Figura 7 b) Pupa de la Familia Cerambycidae

Imago incompleto (pupa) (Figura 7 c¢) Derobrachus sp. (Cerambycidae)

Pupa (Figura 7 d) Pupa de la Familia Cerambycidae
Larvas (Figura 7 e) larvas de la Familia Buprestidae
Imago (Figura 7 f) Mallodonopsis mexicanus (Thomson, 1860) (Cerambycidae)

Los insectos (a, (b), (c) y (f) fueron extraidos del punto de muestreo 1y los insectos (d) y (e) extraidos del punto
de muestreo 2.

Cabe mencionar que las larvas y pupas de los insectos no pudieron ser clasificadas hasta
género y especie ya que para tal procedimiento se requiere su imago (adulto). De esta
forma, se determind que de las larvas recolectadas unas pertenecen a la Familia
Buprestidae mientras que otras pertenecen a la familia Cerambycidae, ambas del orden
coledptera. Las pupas recolectadas en esta investigacién concuerdan con las de la familia
Cerambycidae reportadas por Ramos-Elorduy et al., (1997), Tabla 1. Por otra parte, el
imago incompleto Figura 7 c) corresponde a la taxonomia de Derobrachus sp, del cual se
muestra el insecto adulto en la Figura 8. Es importante mencionar que las larvas de este
insecto ya estan registradas como comestibles, pero se desconoce el contenido y

composicion de AGs en ambos estados (larvas y pupas).

Figura 8. Derobrachus sp, Wikipedia.org, (2013).
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En el caso del imago (Figura 7 f), se determiné que el insecto adulto corresponde a
Malladomopsis mexicanus (Thompson, 1860), el cual aun no ha sido reportado como
insecto comestible y se desconoce el tipo y contenido de AGs (Figura 9), no obstante, en la

poblacion de Santiago Yolomécatl ya se consumen sus larvas y pupas.

Figura 9. Mallodonopsis mexicanus Thomson 1860, a-b) vista dorsal a)
macho; b) hembra. c-d) Cabeza y pronoto c) macho, d) hembra (Santos-
Silva, Thomas, Wappes, 2011)

8.4 Obtenciodn del extracto graso

Los extractos crudos adquirieron una coloracién amarilla muy tenue, y posterior a la
separacion de la fase orgdnica mediante el lavado con NaCl 0.9 %, la fase inorganica
adquirid una coloracién amarilla debido a la presencia de compuestos polares como
azucares, aminodacidos, fenoles, pigmentos y vitaminas (Bukkens, 1997; Finke, 2002). Una
vez colectada la fase cloroférmica se sometié a evaporacion del disolvente, y el extracto
restante resulté ser liquido a temperatura ambiente con una coloracidn amarilla muy

tenue y con olor caracteristico.
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El contenido total de lipidos en base humeda y base seca se muestra en la Tabla 7. Para el
caso de las larvas se obtuvo un contenido lipidico total de 22.15%, las diferencias
observadas en los diferentes estados de desarrollo estudiados estan relacionadas con los
factores enddgenos y/o exodgenos (temperatura, nutrimentos, la disponibilidad de
alimentos, diferencias bioldgicas como tamafio, sexo y ciclo bioldgico, entre otros
factores), los cuales pudieron influir en las diferencias del contenido lipidico en los estados
de desarrollo del ticoco. Generalmente, el porcentaje de lipidos en los insectos varia entre
el 10 y el 30%, sobre una base humeda, en mayor cantidad se encuentran los acidos
oléico, linoléico y linolénico (DeFoliart, 1991); dicha variacién depende de la especie y/o
de los estados de desarrollo. Por ejemplo, para las orugas (Lepidoptera) el intervalo de
lipidos totales va de 8.6 a 15.2 g/100 g base humeda, en contraste, los saltamontes y
especies relacionadas (Orthoptera) se encuentra de 3.8 hasta 5.3 g/100 g de insecto en
base humeda (Bukkens, 1997). En la caso del ticoco (coledptero) en sus dos etapas de
desarrollo contiene aproximademente la misma cantidad de lipidos, pero en este trabajo
se cuantificé una concentracién mayor en la pupa (23.25 % en base humeda). Aunque las
larvas de ticoco almacenan la mayor cantidad de lipidos como reservas metabdlicas
(periodos de alta demanda energética) de la siguiente fase (pupa) hasta su metamorfosis
completa (imago), en este caso las pupas recolectadas tubieron poco tiempo para

tranformarse (de larva a pupa) y esto pudo influir en los resultados presentados aqui.

Tabla 7. Contenido de lipidos totales, g/100 g

Estado Base humeda Base seca

Larva 22.15+£1.50 66.96 +£1.22
Pupa 23.25+1.85 71.63 £1.36

% de grasa, promedio de tres replicas.

Por otro lado, se ha reportado que la extraccion de Folch aplicando ultrasénidos mejora

de manera significativa la extraccion de los lipidos en comparacién con los métodos
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convencionales como la extraccidn acuosa, Soxhlet, y la extracion asistida por microondas,
estas dos ultimas con aplicacién de calor (Tzompa-Sosa et al., 2014). Lo anterior se refleja
al comparar los resultados de las Tablas 1y 7, ya que para el caso de la pupa se obtuvo
una diferencia del 22.27 % entre el método de Folch y el Soxhlet, y un 15.40 % para larvas,
obteniendose una mayor concentracién de lipidos en base seca mediante el método de

Folch, para ambos estados.

8.5 Trans-esterificacion del extracto lipidico

Se midieron 100 pL (aproximadamente 40 mg) del extracto graso seco los cuales se
disolvieron en 100 uL de hexano degasificado. La muestra se puso a reaccionar con 2 mL
de una mezcla H,SO;, en MeOH (0.9 M) para obtener los EMAGs correspondientes.
Posterior a la reaccion, el producto se sometié a un proceso de secado a vacio, los
rendimientos después de la trans-esterificacion fueron del 80 %, a los 180 min. Cabe
mencionar que el hexano afadido a la reaccion fue para lograr una mayor solubilidad del
extracto, debido a que se observd que éste no se disolvia completamente por la
formacién de un coagulo, el cual impedia que la reaccién se llevara a cabo de manera

eficiente.

8.6 Analisis de los extractos grasos por cromatografia en capa fina (CCF)

Los anadlisis de CCF mostraron una separacion del extracto crudo (Figura 10) en tres
componentes correspondientes a TG, AGs y colesterol. La identificacién se llevé a cabo
con los estandares de TG (tripalmitina) AGs (oléico, linoléico, linolénico, estedrico vy
palmitico) y colesterol (palmitato de colesterol) comparando los valores de sus Ry. En
todos los casos, la seial al frente en cada cromatograma correspondid al BHT (observado
bajo luz UV a 254 nm), antioxidante empleado para prevenir la degradacion de los lipidos

insaturados.
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Por otra parte, la separacion por CCF empleada en este trabajo concuerda con lo
reportado para otros insectos (Tzompa-Sosa et al., 2014), entre los cuales se encuentra un
coledptero que ya se comercializa y consume. En dicho cromatograma se muestra la
separacion de seis clases de lipidos: los no polares (éster de colesterol, TG, AGs libres, DG,
MG) vy los polares (fosfolipidos). Cabe mencionar que en los extractos del ticoco también
pueden estar presentes los fosfolipidos y que por su polaridad no migraron, lo que
concuerda con lo observado por Tzompa-Sosa et al., (2014). La presencia de los AGs libres
observados en los extractos de ticoco, Figura 10, puede atribuirse a la presencia de lipasas
durante el descongelamiento de la muestra, debido a que a esas temperaturas las lipasas
tiene actividad hidrolitica de los TG (Joseph, Ramteke, Thomas, 2008), o bien se puede
atribuir a la biosintesis de AGs en el metabolismo del insecto (Stanley-Samuelson et al.,
1988; Morgan, 2010). Sin embargo, los AGs libres observados en el ticoco estan en baja
concentracion comparados con los obtenidos por Tzompa-Sosa et al., (2014), debido tal
vez a la presencia de lipasas. La presencia del colesterol en el extracto del ticoco pudo

deberse al método de extraccion de Folch (Tzompa-Sosa et al., 2014).
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Figura 10. Separacidn de lipidos del extracto graso del ticoco por CCF en gel de silice. Fase movil:
84.155% hexano, 14.855% éter dietilico y 0.99 % de acido acético glacial.
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En la Figura 11 (b) se muestra el comportamiento de los componentes lipidicos después
de la trans-esterificacion. Se puede apreciar la separaciéon de los EMAGs y la disminucién
en la concentracion de TGs y AGs. Para corroborar la presencia de los EMAGs en el
extracto, también se trans-esterificaron los AGs puros (oléico, linoléico, linolénico,
palmitico y esterdrico), y se obtuvo una sefial con un Rf que coincide con aquellas
obtenidas en el extracto reaccionado Figura 11 (c y d). Por otro lado, la sefal
correspondiente al colesterol aparecié con el mismos Ry antes y después de la reaccién de
trans-esterificacion, Figura 11 (b y e). La Tabla 8 muestra los valores de los Rs

determinados para los componentes que se describieron con anterioridad.

BHT o
¢ gl i Ester de
> - olesterol
- a 1 N
/
SH88 S 9
g £ % 5 G
3 '_Eu 2 = = Colesterol
o a w v 7.5 ) P 5
(c) (d) (e)

Figura 11. Separacion de lipidos por CCF en gel de silice, fase movil; 84.15% hexano, 14.85% éter
etilico y 0.99 % de acido acético glacial, a) TG (tripalmitina), b) extracto de ticoco a los 60 min de la
reaccion de trans-esterificacién, c) y d) EMAG de los AGs puros, y e) colesterol libre y colesterol
esterificado.

Como resultado del monitoreo de las reacciones de trans-esterificacion para la obtencién
de los EMAGs se puede decir que el extracto de ticoco contiene en su composicion los

estandares empleados en este estudio, en base a los valores Ry.
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Tabla 8. Ry de sefiales del extracto graso de ticoco y estandares

Seiial Compuestos R¢
1 BHT 1.00
Estandar0  Tripalmitina (TG) 0.44
Estdandar 1 Acido oléico 0.19
Estandar2  Acido estedrico 0.2
Estandar3  Acido palmitico 0.18
Estandar4  Acido linoléico 0.21
Estéandar5  Acido linolénico 0.22
Estdndar 6  Ester metilico del 4cido oléico 0.74
Estdndar 7 Ester metilico del 4cido estedrico 0.73
Estandar 8  Ester metilico del acido palmitico 0.73
Estandar9  Ester metilico del acido linoléico 0.74
Estandar 10  Ester metilico del 4cido linolénico 0.75

Estandar 11  Ester de colesterol (palmitato de colesterol)  0.94

Estandar 12 Ester de colesterol reaccionado a los 60 min.  0.11

. EMAGs 0.74
L 3=
> o ® E TGs 0.46
5963
© S5 9 AGs 0.16
7 g0
w < «© Colesterol 0.11

8.7 Efecto del tiempo de reaccion de trans-esterificacion

La metodologia implementada y validada por la AOCS (1966) para la obtencién de EMAGs
a partir de AGs en aceites vegetales establece que el tiempo de reaccidn necesario es de
una hora. No obstante, en este proyecto de tesis se realizé una cinética de reaccién para
el proceso de trans-esterificacion con la finalidad de detectar cambios en el contenido de
los componentes presentes en el extracto de pupa (por ejemplo, la migracién de los
dobles enlaces de los PUFAs). En la Figura 12 se muestra el comportamiento a través del
tiempo de reaccion para la obtencién de los EMAGs a partir del extracto graso de ticoco,

estos resultados fueron monitoreados por CG-EM y CCF (Figura 12 f).
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Figura 12. Cinética de reaccion de trans- esterificacidon del aceite de ticoco: a) acido oleico, b) palmitico, c) palmitoléico.
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Figura 12 (continuacidn). Cinética de reaccion de trans- esterificacién del aceite de ticoco: d) 4cido linoléico, e) estearico y f) CCF del aceite trans-
esterificado.
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Como se puede apreciar en las Figuras 12 (a-e), la concentracion de los EMAGs aumenta
proporcionalmente al tiempo de reacciéon. La mdaxima concentracién de estos
componentes se obtuvo a los 180 min de reaccidon, después de este tiempo las
concentraciones disminuyeron. Se ha observado que a mayor tiempo de reaccién en los
aceites se generan trasformaciones quimicas en las estructuras de sus componentes
(Hansen, Smith, 1966). Lo anterior se puede explicar en base a las posibles rupturas de
enlaces carbono-carbono de los dobles enlaces por el agente oxidante (H,SO4) generando
subproductos coloreados posiblemente hidrocarburos u otros compuestos volatiles que
simplemente no fueron detectados por CG-EM por estar en trazas. Por tal motivo, el
tiempo de tres horas fue seleccionado para realizar los procesos de trans-esterificacion de
las muestras de grasa estudiadas en este proyecto de tesis. Ademads, a este tiempo de

reaccion se tuvo un rendimiento del 80%, Figura 13.
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Figura 13. Rendimiento del producto de reaccion a través del tiempo de trans-esterificacion del
extracto graso de pupa de ticoco.

8.8 Perfil de AGs en larvas y pupas de ticoco
Los extractos de aceite de larva y de pupa de ticoco fueron liquidos a temperatura

ambiente, lo cual es inusual para aceites de origen animal. Esto se puede atribuir a la
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presencia de MUFAs y PUFAs. En ambos extractos se identificaron seis componentes
mayoritarios Figura 14 (a) y (b), los que se dividen en SFA: acido miristico, que es comun
de la nuez moscada; acido palmitico, predominante en el aceite de palma; acido estearico,
que se encuentra generalmente en la manteca de cerdo. MUFAs como palmitoléico y
oléico, usado como suplemento alimenticio y un PUFA: acido linoléico, el cual es un w-6

fundamental en la alimentacion del ser humano debido a sus efectos funcionales.

Al comparar los dos estados, se encontrd que la concentracion media de acido linoléico en
las larvas fue significativamente mayor que en las pupas (P<0.05), Tabla 9. Se sabe que el
acido linoléico es precursor de varias rutas metabdlicas (Stanley-Samuelson et al., 1988;
Morgan, 2010) y pudiese haber sido consumido en la fase de pupa. Por otro lado, los
resultados obtenidos aqui sugieren que el insecto sintetiza una mayor cantidad de AGs w-
9 y en menor proporcién AGs w-6, debido a su alimentacién a base de material vegetal
(Stanley-Samuelson et al., 1988; Morgan, 2010). Cabe resaltar que el acido linoléico se
suele relacionar a una dieta vegetariana como la que llevan los insectos (Galli, Marangoni,
2006), por lo tanto los insectos tienden a almacenar AGs w-6 y w-9, al igual que los

animales terrestres y acudticos (Napolitano 1998; Koussoroplis et al. 2008).

En el caso del acido miristico, no se encontré diferencia significativa en el contenido de
este acido en las pupas y larvas del ticoco. Se encontraron diferencias significativas en el
contenido de acido palmitico y estearico (P<0.05), siendo significativamente menor el
contenido de acido palmitico en larvas y significativamente mayor el contenido de acido
estedrico en larvas. Se ha de sefalar que la variabilidad en el contenido de AGs incluso
dentro de insectos denominados “ticoco”, se puede deber probablemente a los factores
intrinsecos (estado de desarrollo, alimentacion del insecto) que no se controlaron en el
presente trabajo (Dridi, Romdhane, El Cafsi, 2008; Gimenez, Estevez, Henderson, Bell,
2008; Elsdon, 2010). El contenido de grasa insaturada encontrada en el ticoco esta dentro
del intervalo reportado en la literatura para otros tipos de insectos (Fontaneto et al.,

2011; Dufour, 1987).
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Figura 14. Cromatogramas del extracto esterificado de ticoco, a) larva y b) pupa.
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Tabla 9. Composicion de AGs en larvas y pupas de ticoco g/100g

AG Larva de ticoco Pupa de ticoco
Miristico 2.99+0.03 2.8940.15
Palmitico 39.99+0.62 42.91+0.67*
Palmitoléico 2.36+0.24 2.9740.05
Estedrico 7.88+0.88* 5.88+0.29
Oléico 40.98+0.39 42.00+0.86
Linoléico 5.78+1.60* 3.354+0.10
SFA 50.87£1.15 51.68+0.03
MUFA 43.35x0.21 44.97+0.05
PUFA 5.78+1.60 3.35+0.10

*Significativamente mayor en concentracién (P<0.05)

La Tabla 10 presenta un comparativo de los resultados obtenidos en este trabajo de
investigacion con datos reportados por otros autores, para larvas de coledpteros
comestibles. En la tabla se observa que la pupa de ticoco presentd la mayor concentracion
de 4cido palmitico en comparacion de las otras especies de coledpteros. En el caso del
acido oléico, la concentracién esta por debajo de la concentracidon determinada en larva
de R. Palmarum® (Linnaeus, 1758) (59.20%), pero se asemeja a la concentracién de la larva
de R. Phoenicis® (Fabricius, 1801) (41.09+0.53%). Uno de los resultados mas importantes
fue que efectivamente se encontraron AGEs en el ticoco, donde el AG predominante fue
el acido oléico w-9 seguido del acido linoléico w-6, que es considerado un componente
importante en la dieta humana. Las concentraciones del acido linoléico para la larva de
ticoco fueron mayores a las reportadas para R. Palmarum® (Linnaeus, 1758), y R.

Phoenicis® (Fabricius, 1801), pero menores a las reportadas para las larvas de Oryctes

owariensis®, (Palisot, 1807).
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Tabla 10. Composicién de AGs (g/100g) de extractos lipidicos de coledpteros comestibles

R. R. R. R. Copris Holotrichia Oryctes Tenebrio Larva de Pupa de
AG L1 ) . .3 4 . .5 5 . .6 .7 . 8 . 8
phoenicis phoenicis phoenicis Palmarum nevinsoni sp owariensis molitor ticoco ticoco
Laurico ND ND 0.22+1.24 0,08 ND ND 0.12+0.01 0.14 ND ND
Miristico 1.8 ND 3.69 +0.94 2.76 0.29+0.02 ND 2.50+0.21 3.18 2.99+0.03 2.89+0.15
Palmitico 38.0 35.3040.29 31.1040.58 28,01 1.31+0.04 0.77+0.0 0.20£0.00 17.31 39.99+0.62  42.91+0.67
Palmitoléico 2.5 ND 2.96x0.25 1.20 ND 0.51+0.0 37.6x1.12 2.05 2.3610.24 2.9710.05
Estedrico 4.5 60.47+0.34  3.59 +0.58 5.95 28.26+0.5 27.9240 0.23+0.00 2.82 7.88+0.88 5.88+0.29
Oléico 46.2 0.7210.08 41.09 59.20 3.68+0.01 5.59+0.0 5.24+0.13 49.15 40.98+0.39  42.00+0.86
+0.53
Linoléico 5 3.51+0.19 12.50 1.14 ND ND 45.46%+1.0 23.35 5.78+1.60 3.35+0.10
+0.44

ALA 1.5 ND 3.70 £0.12 0.32 1.7540.04 ND 4.19+0.08 0.85 ND ND

y Linoléico ND ND ND ND ND ND 0.012 ND ND ND
Dihomo-y ND ND ND ND 10.36+0.11 13.86+0.08 ND ND ND ND
Linolenico

ARA ND ND 1.15+0.22 ND 40.24+0.15 47.26%0.35 ND ND ND ND
EPA ND ND ND ND 12.94+0.05 ND ND ND ND ND
DMA ND ND ND ND 3.39+0.12 ND ND ND ND
SFA 44.30 95.77 38.60 36.80 31.72+0.6 29.42+0.1 3.05+0.02 23.52 50.87+1.15  51.68%0.03
MUFA 48.70 0.72 44.05 60.4 3.68+0.01 6.11+0.07 43.63%0.79 52.01 43.35+0.21  44.97+0.05
PUFA 6.50 3.51 16.2 1.46 65.2740.3 64.50+0.5 50.8+1.13 27.15 5.78+1.60 3.35+0.10

ND: no detectado, 1Bukkens, 1997, ’Elemo et al., 2011, *Nzikou et al., 2010, 4Landl'var, 2012, 5Raksakantong et al., 2010, ®Womeni et al., 2009, 7Tzompa-Sosa et al., 2014,
8
Autores.
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En base a lo anterior, los insectos terrestres serian una mejor fuente de w-6 y w-3, en
comparacion a los animales marinos los cuales requieren de un proceso de refinacién para
hacerlos agradables y seguros al consumidor (Domingo, Bocio, Falco, Llobet, 2007; Huang,
Sathivel, 2010; Szlinder-Richert, Barska, Usydus, Grabic, 2010; Antelo, Lopes, Franco-Uria,
Alonso, 2012). Cabe mencionar que en el ticoco no se detectaron los siguientes AGs: a-
Linolénico ARA, EPA, DHA entre otros; lo que no necesariamente indica su ausencia en el
extracto de ticoco porque podrian encontrarse en trazas y al momento de realizar la
determinacién, no fueron detectados por el equipo. Lo anterior implica que los
componentes aqui reportados pueden corresponder Unicamente a los que se encuentran
en mayor concentracion. Por otro lado, como se observa en Tabla 10, el ticoco en ambos
estados contiene una mayor concentracion de SFAs seguido de MUFAs y con una menor
concentracion de PUFAs. Ademds, de que el porcentaje de PUFAs en la larva del ticoco es
menor que lo reportado para la especies de Copris nevinsoni® (Waterhouse, 1891),
Holotrichia sp® y Oryctes owariensis® (Palisot, 1807). También se observa que sélo el
50.87% (larva) y 51.68% (pupa) del aceite del ticoco corresponde a SFA, lo que representa

una cantidad ligeramente menor a otros alimentos, como la carne.

8.9 Comparativo del aceite de ticoco con aceites vegetales

En cuanto a la composicién, la grasa extraida de larva y pupa del ticoco presenta un
contenido elevado de acido oléico (40.98% y 42.00%, respectivamente), superior al
reportado para los aceites de girasol, soya y maiz (Scherr, Pinto, 2010); aunque menor
respecto al aceite de canola. Del mismo modo, el contenido de acido oléico es inferior al
descrito por Oliveras (2005) para el aceite de oliva, como puede apreciarse en la Tabla 11.
En lo referente al contenido de 4cido linoléico, la grasa extraida de la larva y pupa (5.78%
y 3.35%, respectivamente) presenta porcentajes menores frente a los aceites de canola,
girasol y soya, sin embargo, con respecto al aceite de maiz y oliva se puede decir que

tienen en promedio las mismas concentraciones, Tabla 11.
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Tabla 11. Comparacién de AGs identificados en el ticoco con otros aceites de consumo tradicional.

" Lat‘izv:c:e P:ch:e Canola® girasol*  Soya®™  Maiz* (extrao\::‘rlgaen)**
SFAs 50.87 51.68 8.40 10.30 17.50 16.10 14.23
MUFAs 43.35 44.97 63.60 28.20 24.00 35.60 81.07
PUFAs 5.78 3.35 28.00 61.60 58.50 48.30 4.70
Palmitico  39.10 42.91 5.00 6.50 14.10 13.50 10.39
Oléico 40.98 42.00 62.20 28.00 2340 35.30 80.44
Linoléico 5.78 3.35 21.40 61.50 53.30 4.60 4.13

Scherr, Pinto, 2010%*; Oliveras, 2005**

Por otro lado, el aceite de ticoco supera a los aceites de origen vegetal en proporcién
global a SFA, no siendo el caso para MUFAs ya que estd por debajo del aceite oliva y
canola. Este comportamiento coincide con lo reportado por Ramos-Elorduy (2009),
respecto a que en los insectos predominan los MUFAs y PUFAs, pese a que en este caso, el
contenido de estos ultimos fue relativamente bajo. En base a esto, se pudo corroborar el
cardcter saludable de los AGs presentes en los insectos, debido al elevado contenido de
acido oléico encontrado en el ticoco y que concuerda con Womeni et al., (2009), en
cuanto a que los insectos comestibles deben ser considerados como una alternativa
potencial para mejorar la seguridad alimentaria. El alto contenido de acido oléico
demuestra un uso potencial dentro de la industria farmacéutica, debido a los efectos de
éste compuesto sobre la incidencia de enfermedades cardiacas, la reduccion de los niveles
de colesterol en la sangre y sobre la respuesta inflamatoria (Lépez-Huertas, 2010).
Asimismo Gil (2005), reportd otros efectos saludables del acido oléico como la reduccién
de la presion arterial, aumento de la vasodilatacion arterial y mejoria del metabolismo de
la glucosa en la diabetes. El aumento de la ingesta de AGs w-9, w-6 y w-3, es beneficioso,
ya que puede reducir los lipidos en la sangre, y sobre todo mejora el funcionamiento del

cerebro.
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9. CONCLUSIONES

9.1 Los insectos conocidos como ticoco abarcan una gran variedad de especies de
coledpteros, en esta tesis se identificaron a las especies Mallodonopsis mexicanus

(Thomson 1860) y Derobrachus sp.

9.2 Con el método EUA se tuvieron rendimientos aceptables (22.15% para larva y
23.25% para pupa), sin alterar la composicidn y propiedades quimicas del extracto

graso obtenido.

9.3 El tiempo de calentamiento en la reaccidén de trans-esterificacion influyé en gran
medida en la concentracion de EMAGs, obteniéndose el tiempo éptimo de tres

horas para trans-esterificar los TGs y AGs libres.

9.4 Se encontraron diferencias significativas en el contenido de &acido palmitico,
linoléico y estearico en los dos estados del ticoco (P<0.05); para los otros acidos no
hubo diferencias significativas (palmitoléico, oléico y miristico). En la larva de
ticoco se observd una concentracion significativamente mayor de acido linoléico

(AGE)en comparacién de la pupa (P<0.05).

9.5 En el aceite de la larva de ticoco se obtuvo un alto contenido de AGs insaturados,

destacando los acidos oléico w-9 y linoléico w-6 (AGE).

9.6 Los dos estados del ticoco pueden considerarse como fuentes alimenticias de AGs

y AGEs, con valor nutritivo alto por su composicién balanceada de SFAs y PUFAs.
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10. PERSPECTIVAS

Las siguientes perspectivas para este trabajo tienen como finalidad, tener un

conocimiento mas completo sobre el insecto ticoco.

10.1 Identificar y caracterizar el ciclo de vida del ticoco estudiado en este proyecto de

tesis, para reproducirlo en cautiverio.

10.2 Realizar andlisis bromatoldgicos, nutricionales y sensoriales (proteinas, grasa bruta

etc.) en los tres estados de ticoco (larva, pupa y parte abdominal del imago).

10.3 Realizar cromatografia en columna para fraccionar el extracto graso del ticoco para

el analisis quimico por CG-EM.

10.4 Determinar los AGs de cadena larga por medio de la CG-EM a alta temperatura tal

como ha reportado Sutton et al., (2013).

10.5 Caracterizar el aceite del ticoco mediante el analisis fisicoquimico, viscosidad, acidez

titulable, indice de perdxidos, indice de refraccién.

10.6 Determinar el contenido de vitaminas liposubles (vitamina A y E) del aceite de ticoco

por HPLC.

10.7 Analizar la madera del arbol con via a demostrar que la presencia de AGs en el

insecto es debido al alimento o a la biosintesis.
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APENDICES

APENDICE I. Curvas de calibracién de los AGs mayoritarios.
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ALIV. Acido oléico.
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Apéndice Il. Analisis estadistico

AlLL Prueba F para varianzas de dos muestras

Miristico* Palmitoléico** Palmitico** Linoléico* Oléico* Estearico**
larva pupa larva pupa larva pupa larva pupa larva pupa larva pupa

Media 29905 2.8939 2.3649 2.9733 39.9927 42.9064 5.7840 3.3483 40.9844 41.9994 7.8836 5.8788
Varianza 0.0016 0.1365 0.0467 0.0399 0.3435 1.3266 2.0529 0.0939 0.1589 1.1378 0.6346 0.3889
Observaciones 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Grados de libertad 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
F 0.0116 1.1725 0.2589 21.8563 0.1397 1.6319
P(F<=f) una cola 0.0001 0.4328 0.0822 0.0021 0.0249 0.3020
Valor critico para F (una cola) ¢ 1399 0.1399 0.1399 0.1399 0.1399 0.1399
Valor critico para F (una cola) - 7 1464 7.1464 7.1464 7.1464 7.1464 7.1464

* suponiendo varianzas desiguales, ** suponiendo varianzas iguales.
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AILIL Prueba t para dos muestras

Miristico* Palmitoléico** Palmitico** Linoléico* Oléico* Estedrico**
larva pupa larva pupa larva pupa larva pupa larva pupa larva pupa

Media 2.9905 2.8939 23649  2.9733 39.9927 42.9064 5.7840  3.3483  40.9844 419994  7.8836  5.8788
Varianza 0.0016 0.1365 0.0467 0.0399 0.3435 1.3266 2.0529 0.0939 0.1589 1.1378 0.6346 0.3889
Observaciones 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
varianza agrupada - 0.0433 0.83504393 - - 0.5117
Diferencia hipotética de las medias 0 0 0 0 0 0
Grados de libertad 5 10 10 5 6 10
Estadistico t 0.6369 -5.064 -5.5228 4.0720 -2.1832 4.8542
P(T<=t) una cola 0.2761 0.0002 0.0001 0.0048 0.0359 0.0003
Valor critico de t (una cola) 2.0150 1.8125 1.8125 2.0150 1.9432 1.8125
P(T<=t) dos colas 0.5522 0.0005 0.0003 0.0096 0.0717 0.0007
Valor critico de t (dos colas) 2.5706 2.2281 2.2281 2.5706 2.4469 2.228

* suponiendo varianzas desiguales, ** suponiendo varianzas iguales
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