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Resumen

Los insectos comestibles son, desde hace miles de afios, una fuente importante de
alimento por sus macronutrientes y en la actualidad se han empezado a producir de forma
industrial por sus bajos niveles de gases de efecto invernadero, minimo uso de suelos y
agua, en comparacion con el ganado tradicional, esto con el fin de ser alimento para
animales, asi como para el consumo humano. Dentro de los insectos comestibles se
encuentra el orden Orthoptera, del griego orthos: "recto, derecho”, y pteron: "ala", los
cuales tienen una distribucibn normalmente destacada por zonas tropicales y son
preferentemente termofilos y estenotermos, por mencionar algunos grillos, saltamontes,
chapulines y langostas, ademas, su exoesqueleto este compuesto principalmente de
quitina, por lo cual, desde su cosecha tradicional, produccién, o desde los subproductos
industriales de estos, se pueden ocupar para la obtencion de polimeros como la quitina y

posteriormente quitosano.

El presente trabajo se centrd en la extraccidén de quitina y obtencién de quitosano a través
de insectos comestibles, inicialmente se trabajo con Sphenarium purpurascens (SP) y
Acheta domesticus (AD), donde el primero fue cosechado en Huejotzingo Puebla, llevado
a sacrificio por congelacién, lavado y deshidratado y el segundo, obtenido por la empresa
Insect Nutrition de forma deshidratada, posteriormente, por separado, a los dos insectos
se les realizé una reduccién de tamafio y tamizado obteniendo harinas de AD y SP (HA, y
HS respectivamente), posteriormente a una fraccion de cada harina se le realizé un
desengrasado (HDA y HDS respectivamente). A las fracciones obtenidas se les realizé una
desmineralizacién y una desproteinizacién con tres tratamientos diferentes: tratamiento
guimico, pretratamiento y tratamiento enzimatico (Q, P, E, respectivamente), después se
realiz6 una decoloracion, con dos tratamientos: agua:cloroformo:alcohol e hipoclorito de
sodio al 1%). Finalmente, a la quitina obtenida se le realizaron pruebas fisicoquimicas,
rendimiento, solubilidad en &acido acético y colorimetria CIE-L*a*b* a los sélidos totales
obtenidos. Para obtener el quitosano, a partir de la quitina obtenida se realiz6 una
desacetilacion y posteriormente se neutralizo con agua inyectable, al pellet obtenido,
quitosano (QO), se le realizaron pruebas fisicoquimicas, grado de desacetilacion y pruebas

antimicrobianas.

Las harinas desengrasadas obtenidas de A. domesticus presentaron mayores de
rendimiento de sdlidos (quitina), ademas presentd mejores resultados de luminosidad con
el tratamiento con hipoclorito de sodio, por lo que se decidi6é continuar trabajando con HDA

para la obtencién de quitosano (QO). purpurascens. Asi, los tratamientos enzimatico y
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quimico en combinacidén con decoloracion con hipoclorito de sodio se utilizaron para la
obtencion de quitosano (QO-E, y QO-Q respectivamente), utilizando un quitosano
comercial (Sigma-Aldrich 448869), como control (QO-C). Los resultados obtenidos para el
quitosano QO-Q no presentaron diferencia significativa con respecto al control en las
pruebas de rendimiento, solubilidad, grado de desacetilacion y concentracion minima
gelificante. Para las pruebas antimicrobianas el QO-E obtuvo los resultados mas favorables
en comparacién con los otros tratamientos, las pruebas de FTIR-ATR y Calorimetria
diferencial de barrido mostraron que, tanto en la obtencion de quitina, asi como de
quitosano tienen las propiedades adecuadas para determinar la presencia de quitina y
quitosano, respectivamente. Con respecto a la reometria, el QO-Q y QO-C comparten
similitudes, mientras el QO-E es mas fluido que el control.

Con esto, se puede decir que el QO-Q tiene cualidades similares al control, por lo que
puede ser utilizado como un conservador natural debido a sus propiedades fisicoquimicas

y microbianas.



1. Introduccion

Los insectos se han considerado una valiosa fuente de alimento desde la antigtiedad,
aproximadamente 2 mil millones de personas en todo el mundo consumen 1900 especies
diferentes de insectos para la alimentacion humana (Van Huis, 2013). Ademas, constituyen
mas del 80% del reino animal y proporcionan una rica diversidad de proteinas, lipidos y su
valor nutricional es ampliamente reconocido por la presencia de minerales y vitaminas en
comparacion con el ganado tradicional (Rahman et al., 2023). Por otro lado, los insectos
son beneficiosos en términos ambientales, ya que la crianza de insectos emite menos
gases de efecto invernadero, requieren sustancialmente menos agua y menor cantidad de
tierra en comparacién con el ganado (FAO, 2022). Ademas, los insectos son muy eficientes
para convertir piensos en proteinas, por ejemplo, los grillos necesitan 12 veces menos

alimento que el ganado para producir la misma cantidad de proteina (FAO, 2022).

Aunqgue se ha demostrado que los insectos son nutritivos y se han consumido en diversas
formas en Asia, Africa y América Latina durante afios, los consumidores todavia se
muestran reacios a comer insectos enteros en las sociedades occidentales por lo cual se
han buscado alternativas para su consumo como polvos del insecto completo o extractos
(proteinas, grasas o fibra) los cuales pueden ser utilizados como ingredientes o aditivos en
la preparacién y procesamiento de productos alimenticios (Rahman et al., 2023). Por otra
parte, algunos de estos extractos han demostrado tener propiedades bioactivas
(antimicrobianas o antioxidantes), por lo que su extraccion y purificacion se vuelven
importantes para su funcionalidad (Rahman et al., 2023). El sector industrial esta cada
vez mas involucrado en la creacién, procesamiento y comercializacién de insectos
comestibles debido a los diferentes beneficios asociados con el uso de insectos en la

alimentacién humana (Da Silva Lucas et al., 2021).

El informe oficial de las Naciones Unidas presenta una evaluacion intermedia del progreso
hacia los objetivos de desarrollo sostenible (ODS) de la agenda 2030, si bien, se destacan
gue mas de la mitad de las metas estan desviadas y que solo cerca del 15% estan en
camino de cumplirse para dicho afio (Naciones Unidas, 2023), se menciona, por lo menos
tres puntos, que motivan e invitan a la produccion de insectos, entre ellos se encuentran:
(2) Hambre cero, (9) Industria innovacion e infraestructura y (15) Vida de ecosistemas
terrestres. Si bien, ya se mencion6 la importancia de los insectos a un nivel de
macronutrientes, bajos niveles de uso de suelo, uso de agua y gases de infecto invernadero
es importante también resaltar lo ecolégicamente sostenibles y con oportunidades en la

economia por su produccion relativamente sencilla de realizar tanto en zonas urbanas asi
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como en zonas rurales por el poco espacio que se requiere, de igual forma es necesario
recordar la presente mal nutricion y mas especifico desnutricién que hay en el mundo, pues
este punto se puede y se empieza a cubrir con los insectos, sin embargo, es de importancia
la neofobia alimentaria, que es el miedo a probar alimentos nuevos que de acuerdo a
Dzvukamanja et al. (2025) puede estar relacionada con cuestiones sociales, culturales y
afectan a las personas en cualquier etapa de su vida y en cualquier parte del mundo. Esta
situacion permite e invita a la industria alimentaria a realizar nuevos productos, modificando
a los insectos comestibles, normalmente realizando harinas a partir de ellos y asi
incorporarlos en los productos, por mencionar algunos, panes, galletas, snacks, etc. (Lee
et al., 2025). Actualmente los insectos se fraccionan en sus productos de alto valor, por
ejemplo, la obtencién de proteina o grasas genera a su vez productos secundarios como
lo es la quitina (Vilas-Franquesa et al.,, 2024). Otros autores como Ojha, et al. (2020)
menciona que, a través de la produccion de los insectos, se pueden recuperar exuvias

utilizando corrientes de aire y obtener quitina.

La crianza de insectos representa una estrategia clave para la bioconversion de residuos,
alineada con los principios de las 3R (reducir, reutilizar y reciclar). Su produccién puede
llevarse a cabo tanto en zonas rurales como urbanas, ya que requiere poco espacio, poca
agua y minimos cuidados. Ademas, permite valorizar subproductos, mermas y residuos
generados a lo largo de toda la cadena alimentaria: desde la cosecha y postcosecha hasta
la distribucion, el consumo doméstico y en restaurantes. Esta capacidad de transformar
desechos organicos en biomasa de alto valor nutricional posiciona a los insectos como una
alternativa sostenible y eficiente en los modelos de economia circular (Ojha et al., 2020).

1.1 Uso de insectos como fuente de quitina y quitosano

En México se han registrado alrededor de 549 especies de insectos comestibles y en las
comunidades rurales se utilizan como fuente de alimentacion, ademas de atribuirles
propiedades medicinales y bioactivas, por la relacion coevolutiva que tienen con las plantas
(Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2013). Los insectos comestibles se
encuentran ampliamente distribuidos en el sureste de México, encontrando diferentes
especies de acuerdo con la region, clima y temperatura de desarrollo (Cruz-Lopez et al.,
2022). Como se menciond anteriormente los insectos también tienen en su composicion
una cantidad considerable de fibra, presente en forma de quitina, la cual, es un material de
construccién estructural que proporciona resistencia a los exoesqueletos de los insectos
(Rahman et al., 2023). Los contenidos de quitina varian entre los tipos de insectos, por

ejemplo, grillos (8.7%), pupas de gusano de seda Bombyx mori (3.7%), pupas de polillas



Dendrolimus houi Lajonquiere (7.5%) y saltamontes (4.7-11.8%), mosca soldado negra
Hermetia illucens (9.0%), langosta del desierto (12.2%), abeja melifera (2.5%) vy
escarabajos (5%) (Finke, 2007; Kaya et al., 2015; Marei et al., 2016; Jayanegara et al.,
2017; Caligiani et al., 2018).

1.1.1 Sphenarium purpurascens

Sphenarium purpurascens es una especie de ortoptero perteneciente a la familia
Pyrgomorphidae y al suborden Caelifera. Sus registros fosiles se remontan al Cretacico
temprano, lo que le confiere relevancia evolutiva dentro de la entomofauna mexicana
(Lépez, 2020). Esta especie se distingue por ser el ortéptero mas abundante en el pais y
presenta una amplia distribucion geografica que incluye entidades como Oaxaca, Guerrero,
Michoacan, Jalisco, Veracruz, Puebla, Tlaxcala, entre otros. En estas regiones,
especialmente en sistemas agricolas tradicionales, es cominmente denominado “chapulin
de la milpa” debido a su alta presencia en cultivos de maiz (Serrano-Limén y Ramos-
Elorduy, 1989).

Desde el punto de vista ecolédgico y agronémico, S. purpurascens representa una dualidad:
por un lado, puede generar dafios significativos en el follaje y las estructuras florales de
diversas especies vegetales debido a su actividad fitéfaga; por otro, constituye una fuente
tréfica importante para mamiferos durante la temporada de lluvias. En términos de su
potencial biotecnoldgico, destaca su elevado valor nutricional, lo que ha promovido su
aprovechamiento en zonas rurales como un recurso alimentario sustentable, aportando

proteinas, lipidos y micronutrientes esenciales a la dieta humana (Lopez, 2020).

1.1.2 Acheta domesticus

Su procedencia es del suroeste de Asia, aunque actualmente se encuentra en gran cantidad
de paises y continentes como Europa, el Norte de Africa, el Oeste de Asia, India, Canada,
EE. UU., México y Australia.

En la actualidad, el grillo Acheta domesticus se cultiva de manera comercial a nivel mundial
como una alternativa viable en la alimentacién humana, asi como en la nutriciéon de
especies insectivoras, animales de granjay como cebo en la pesca recreativa. Esta especie
de grillo ha ganado relevancia por su alto valor nutricional, sus bajos costos de produccion
y su reducido impacto ambiental en comparacion con las fuentes convencionales de

proteina animal (Apolo-Arévalo & Lannacone, 2015).



1.2 Generalidades de la quitina

La quitina es un polisacarido elaborado por algunas plantas y animales, y es, tal vez, el
segundo polisacéarido natural mas abundante a nivel mundial; la estructura quimica de la
quitina es B-(1 — 4)-N-acetil-D-glucosamina (Figura 1) Las principales fuentes comerciales
de quitina son los caparazones de cangrejo y el camarén (Son et al., 2021). Sin embargo,
esto esta cambiando por la produccion industrial de los insectos.

Dentro de sus cualidades, Khor (2001a) menciona el contenido de los grupos acetamido,
cuando son mayores al 50%, entre el 70% y 90%, el biopolimero se denomina quitina,
ademas, es importante mencionar que este polimero no se encuentra en la naturaleza en
un 100% de contenido de grupos acetamido. Y no es por menos mencionar también que
es un polimero ecoldgico, biodegradable y biocompatible que se utiliza, por sus
propiedades anteriormente mencionadas, como ap@sito para heridas, recubrimientos de
los tubos de contacto con la sangre, sustitutos 6seos y aplicaciones en ingenieria de tejidos
(Khor, 2001b).

1.3 Generalidades del quitosano

El quitosano en comparacion de la quitina es menos abundante en la naturaleza, se puede

encontrar en la pared celular de ciertos hongos y algunas plantas.

CH,OH CH,0OH
H o H Q
oM 0] Conc. NaOH OH (o)
_
Deacetylation
H NHCOCH; | _ | B N, Jg

Figura 1 Estructura quimica de quitina (izquierda) y quitosano (derecha)

Fuente: Younes et al., 2015

De acuerdo con Khor (2001a) se considera quitosano cuando los grupos acetamido son
menores. Este polimero biodegradable, biocompatible, no posee toxicidad y tiene un
cardcter antimicrobiano, por otro lado, es un biomaterial muy versétil que puede emplearse
en forma de solucion, pelicula, fibra, hidrogel, o nanoparticula (Sandoval, 2014). El
quitosano es un polisacarido de cadena lineal compuesto por la repeticion de unidades de

2-amina-2-desoxi-B-(1,4)-D- glucosamina y 2-acetamida-2-desoxi-3-(1,4)-D-glucosamina



(figura 1), y es obtenido por la desacetilacion parcial de la quitina en condiciones alcalinas
(El Knidri et al., 2018).

Por otro lado, Sayed et al. (2024) realzan la importancia de este derivado de la quitina, el
compuesto se presenta en tres variantes alomorficas: a-, 8- y y-quitosano, cada una con
caracteristicas cristalinas particulares que determinan su idoneidad para distintas
aplicaciones. La forma a, por ejemplo, se caracteriza por una fuerte cohesion estructural
mediada por enlaces de hidrégeno intermoleculares, lo que le otorga una elevada
resistencia mecéanica y baja solubilidad, siendo ideal para su uso en ingenieria de tejidos.
En contraste, la forma 8 muestra una mayor permeabilidad y capacidad de hinchamiento,
cualidades que la hacen méas apropiada para aplicaciones en las industrias alimentaria y
biomédica. Finalmente, la forma y constituye una combinacién de las estructuras a y f3,
integrando propiedades de ambas. Otra de sus caracteristicas del quitosano es su peso
molecular cuando es de peso molecular alto es insoluble en agua, mientras los de mediano
y bajo peso molecular si presentan solubilidad en agua (Sayed et al., 2024). Tanto el
quitosano como sus derivatizaciones se pueden encontrar en diferentes presentaciones,
como nano fibras, nanoparticulas, perlas, nanocompuestos y peliculas. Con respecto a la
derivatizacion del quitosano se puede conseguir mejorar sus propiedades mecanicas, su
solubilidad en agua, propiedades térmicas e incluso sus cualidades antimicrobianas
(Sobabhi et al., 2014).

1.4 Pretratamientos

Los pretratamientos normalmente van dirigidos a la materia prima, en este caso los
insectos, donde se les realizan metodologias como muerte por congelamiento, lavados con
agua potable y posteriormente un secado en horno, reduccién de tamafio, tamizado y
desengrasado (Laing et al., 2024).

1.5 Extraccion de quitinay quitosano

Como bien lo menciona Sayed et al. (2024) la quitina se encuentra en la naturaleza en un
heterogéneo y complejo de biopolimeros, ya sea extraida de hongos, caparazones de
crustaceos o insectos, esta se encuentra junto con minerales, proteinas y pigmentos, por
su parte el quitosano se encuentra en cantidades minimas en la naturaleza por lo que se

obtiene principalmente de la desacetilacion de la quitina (Sayed et al., 2024)

Para la obtencion de la quitina normalmente se puede dividir en dos principales grupos de
procesos de extraccion: métodos quimicos y biolégicos y en el caso del quitosano, se han

empezado a utilizar otros métodos mas amigables con el medio ambiente. Por mencionar



algunos, los métodos de radiacion. Sayed et al. (2024) menciona que la cavitacion
generada por ultrasonido facilita la solubilizacion de proteinas sobre plumas de calamar, la
ruptura de enlaces covalentes y la dispersién de agregados moleculares. En patrticular, la
aplicacion de ultrasonido de baja frecuencia permitié reducir significativamente el tiempo
requerido para la extraccién, logrando un incremento en el rendimiento de quitina entre un
50 y 65%. Asimismo, la ultrasonicacion contribuye a mitigar condiciones extremas, como
las elevadas temperaturas, que suelen ser necesarias en los métodos de extraccion
convencionales, ofreciendo ademés una via de desacetilacion mas amigable con el medio
ambiente. No obstante, los procesos de extraccion y desacetilacién asistidos por
ultrasonido provocaron una disminucion en la estabilidad térmica y una reduccion en la

longitud de las cadenas poliméricas de la quitina obtenida (Wardhono et al., 2021).

Otro método de radiacion es mediante microondas de baja energia donde mejord
significativamente el proceso de desproteinizacién, incrementé la eficiencia de la
desacetilacién (alcanzando valores entre el 20 y 80 %) y elevo el rendimiento de quitina
(del 6.67 al 13.43 %). Ademas, permitié una notable reduccion en los tiempos de extraccion,
limitandolos a intervalos de 10 a 30 minutos. Aungue esta técnica no resulta suficiente por
si sola para la obtencién completa de quitina, representa una alternativa respetuosa con el

medio ambiente y presenta un alto potencial de escalabilidad (Sebastian et al., 2019).

Los métodos quimicos implican el uso de acidos y bases fuertes para disolver carbonatos de
calcio y proteinas, respectivamente. Para evitar tratamientos &cidos y alcalinos,
extremadamente peligrosos para el medio ambiente, los tratamientos biolégicos ofrecen una
alternativa de extraer quitina y quitosano. Se han utilizado bacterias productoras de acido
lactico y proteasas de bacterias para la desmineralizacion y desproteinizacion, y métodos

enzimaticos con quitina desacetilasa para la desacetilacion (El Knidri et al., 2018).

1.5.1 Extraccion quimica

La denominada "biorrefineria de insectos" ha superado su fase inicial de desarrollo y
actualmente puede clasificarse en tres principales areas de interés comercial: la obtencion
de proteinas y lipidos, asi como la generacion de quitina como subproducto de valor
afnadido (Hadad et al., 2020).

El proceso de extraccion de quitina implica tres pasos principales. Para la obtencion se
realiza una desmineralizaciébn y desproteinizacién, asi como una despigmentacion
(Srinivasan et al., 2017).



1.5.1.1 Desmineralizaciéon

Hahn et al. (2020) mencionan que el &cido clorhidrico ha sido ampliamente utilizado como
el agente preferido para la desmineralizacion de exoesqueletos de insectos, debido a su
eficacia en la eliminacion de componentes minerales. No obstante, su elevado impacto
ambiental ha llevado a su reemplazo parcial por acidos organicos en diversos estudios.
Ademas, se ha reportado que el uso de acido clorhidrico puede afectar negativamente la
estructura y la composicion quimica de la quitina. Entre las alternativas mas estudiadas
para la desmineralizacion de biomasa de insectos se encuentran el &cido oxalico, el &cido

acético y el 4cido férmico.

La relacion entre soluto y disolvente estda determinada por la concentracion del acido
empleado; en el caso del acido clorhidrico, se requieren dos moléculas de este para
reaccionar con una molécula de carbonato de calcio el principal componente mineral del
exoesqueleto, generando cloruro de calcio, didxido de carbono y agua como productos de

la reaccion (Hahn et al., 2020).

1.5.1.2 Desproteinizacion

La desproteinizacion remueve las proteinas superficiales del extracto de interés, y el
hidréxido de sodio ha demostrado la capacidad de eliminar estas proteinas eficientemente
(Falfan et al., 2022). La eliminacién de proteinas se realiza normalmente con un tratamiento
alcalino donde se utilizan productos quimicos como hidréxido de potasio (KOH), carbonato
de sodio (Na,COs3), carbonato de potasio (K.COs3), hidroxido de calcio (CaOH,) y sulfato de
sodio (Na,SO,). Pero el hidroxido de sodio (NaOH) es la base mas cominmente utilizada
en diversas concentraciones de soluciones acuosas (Hahn et al., 2020). Los resultados de
la desproteinizacion dependen de la concentracién de la base, asi como de los tiempos de
exposicion, pero también es importante la temperatura ya que se pueden llegar a generar
subproductos indeseables (Younes y Rinaudo, 2015). A diferencia de su comparativo
industrial, los crustaceos o sus desechos, la desproteinizacion en el uso de insectos
requiere de mayor concentracion de reactivos o tiempo de accion, asi como catalizadores
como lo es la temperatura elevada, ya que los insectos tienen una cantidad mayor de
proteina, a diferencia del proceso de desmineralizacién donde los crustaceos contienen

mayores niveles de cenizas.



1.5.1.3 Decoloracién

Se sabe que la coloracién de la cuticula en los insectos esté influenciada por una variedad
de pigmentos y mecanismos de coloracién estructural. Estos pigmentos se generan
principalmente a través de la ruta biosintética del bronceado cuticular, la cual estd mediada
por la tirosina. Dentro de esta via, se sintetizan compuestos como las melaninas, asi como
derivados de la 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) y la dopamina, que participan activamente
durante los procesos de esclerotizacion y endurecimiento de la cuticula (Sugumaran, 2009)

Hahn et al. (2020) indican que, durante los diferentes procesos anteriormente
mencionados, desengrasado, desmineralizacion y desproteinizacion se pierden pequefias
cantidades de pigmentos, el proceso de decoloracion se realiza mediante varios métodos:
lavado con alcohol, soluciones de cloroformo y alcohol, soluciones de pentdxido de fosforo,
permanganato de potasio, una mezcla de soluciones de acido oxalico y acido sulfdrico y
soluciones de hipoclorito de sodio. La decoloracién es un paso opcional, aunque es
recomendable realizarlo ya que la presencia de pigmentos puede afectar la obtencién de
guitosano, como es el caso de los exoesqueletos de crustaceos que poseen de forma
natural pigmentos que les proporcionan sus colores caracteristicos (Abidin et al., 2020).
Los productos comerciales de quitina y quitosano obtenidos a partir de fuentes marinas
suelen presentar una apariencia blanquecina o color crema como resultado de procesos
de blangueamiento aplicados durante su purificacion. En consecuencia, a nivel industrial,
se prioriza alcanzar estas caracteristicas visuales mediante la implementacion de distintos
métodos de blanqueamiento, tanto para la quitina como para el quitosano derivado de ella

a partir de insectos y hongos.

1.5.1.4 Desacetilacion

La desacetilacion es un procedimiento utilizado para eliminar el grupo acetilo de la
estructura de la quitina y obtener los grupos amino libres, caracteristicos de la obtencion
de quitosano. Se pueden utilizar acidos o alcalis para desacetilar la quitina, sin embargo,
los enlaces glicosidicos son muy susceptibles al &cido en solucion por lo que la

desacetilacion alcalina se utiliza con mas frecuencia (Hajji et al., 2014).

Hahn et al. (2020) menciona que, como resultado, el quitosano presenta una elevada
densidad de grupos amino libres (-NH,), los cuales actian como sitios reactivos que
permiten una amplia gama de transformaciones quimicas. Esta caracteristica confiere al
quitosano una notable versatilidad, haciéndolo adecuado para mdultiples modificaciones

estructurales y aplicaciones tecnoldgicas.
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Win y Stevens (2001) mencionan que se ha investigado la desacetilacién enzimatica de la
quitina como una alternativa al enfoque quimico convencional, utilizando enzimas del tipo
desacetilasa. Si bien se ha confirmado que varias de estas enzimas presentan actividad
sobre la quitina, su capacidad para convertirla eficientemente en quitosano resulta limitada.
Esta baja eficiencia se atribuye principalmente a la elevada cristalinidad del biopolimero, la

cual dificulta el acceso enziméatico a los grupos acetilo dentro de la matriz estructural.

1.5.2 Proceso enzimatico para la obtencién de quitina

Los métodos biolbégicos para la extraccién de quitina se presentan como una alternativa
sostenible frente a los procedimientos quimicos convencionales, los cuales requieren el
uso intensivo de agentes corrosivos bajo condiciones severas de temperatura y
concentracion. Ademas, estos Ultimos implican un elevado consumo de agua y energia,
generando efluentes alcalinos con alta demanda biolégica de oxigeno, lo que representa

un riesgo ambiental significativo (Rao & Stevens, 2005).

La extraccién de quitina mediada por enzimas ha demostrado mejorar significativamente
su cristalinidad, asi como conservar un alto grado de acetilacion y aumentar su solubilidad.
Ademas, este método presenta la ventaja de reducir la despolimerizacion del biopolimero,
lo que contribuye a preservar su integridad estructural (Huang et al., 2025).

De acuerdo con Cabanillas et al. (2022) la extraccién asistida con enzimas es una técnica
para obtener quitina porque el proceso enzimatico separa la quitina de las proteinas de
manera eficiente y protege la molécula de cambios fitoquimicos. Después de la obtencion
de quitina el siguiente paso es la desacetilacion, la cual puede hacerse quimicamente
mediante una hidrdlisis alcalina o con el uso de la enzima quitina desacetilasa (El Knidri et
al., 2018).

1.6 Propiedades fisicoquimicas del quitosano y métodos para su evaluacion.

Las caracteristicas fisicoquimicas del quitosano influyen directamente en su funcionalidad
y aplicacion, las cuales estan determinadas tanto por la fuente biolégica y el procedimiento
de extracciéon de la quitina, como por las condiciones especificas empleadas durante el
proceso de desacetilacion (Sayed et al., 2024). Las principales propiedades fisicoquimicas

del quitosano se mencionan a continuacién (No et al., 2002).
1.6.1 Solubilidad
El quitosano presenta insolubilidad en agua y en la mayoria de los solventes organicos; sin

embargo, puede disolverse en soluciones de acidos organicos, como el acido acético, asi

como en ciertos acidos inorganicos. Esta propiedad se atribuye a la protonacién de los
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grupos amino libres presentes en su estructura polimérica, lo cual favorece la formacion de
sales solubles en solucién (Park et al., 2002). En contraste, la quitina no muestra solubilidad
en medios acuosos debido a su bajo contenido de grupos amino libres (Argtelles et al.,
2004). Asi, la presencia de cargas positivas en el quitosano influye significativamente en
su comportamiento en disolucion, siendo factores determinantes la proporcion de

desacetilacion, la distribucién de los grupos amino y el peso molecular (Rinaudo, 2006).

1.6.2 Viscosidad

El quitosano tiene la capacidad de generar soluciones con comportamiento viscoso cuando
se encuentra en medios que contienen diversos acidos organicos, como el acido acético.
Esta propiedad reoldgica esta influenciada por multiples factores, entre los que destacan
el peso molecular del polimero, su grado de desacetilacién, la concentracion empleada, la
temperatura del sistema, el valor de pH, la fuerza i6nica de la solucién, asi como la
naturaleza especifica del acido organico utilizado (Park et al., 2002; Rabea et al., 2003,
Arguelles et al., 2004).

1.6.3 Grado de desacetilacion.

El grado de desacetilacién, como se haido mencionando a través del texto, es el porcentaje
de grupos amino libres presentes en la obtencién de quitosano, se puede decir que es el
mayor indicador de la obtencién de quitosano a través de quitina. Ademas, es un factor

para determinar las propiedades fisicoquimicas de este polimero.

1.6.4 Andlisis de color

El espacio de color CIELAB* es uno de los sistemas mas utilizados y estandarizados para
la evaluacion del color, ya que permite una correspondencia numérica precisa con la
percepcion visual humana. En este modelo, el parametro L* representa la luminosidad; a*
describe la tonalidad en el eje rojo-verde (donde valores positivos indican rojo y negativos
verdes); y b* representa el eje amarillo-azul (con valores positivos hacia el amarillo y
negativos hacia el azul). Para llevar a cabo estas mediciones se emplean equipos como

espectrofotdmetros y colorimetros, tal como lo sefiala Konica (2014).

1.6.5 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, vinculada a un

sistema de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR)

La espectroscopia nos indica los grupos funcionales caracteristicos del quitosano. Las
bandas espectrales obtenidas por FTIR correspondientes a los grupos funcionales
caracteristicos donde el grupo amino es el sobresaliente (~NH.), metilo (-CHs), hidroxilo

(-OH) y, de manera particularmente relevante, el metoxilo (-OCHs;) caracteristico de las

12



cadenas del polimero de quitina que no se logran desacetilar completamente, sirven como
marcadores fundamentales en la caracterizacion estructural. El analisis detallado de estas
sefales permite validar la integridad quimica del polimero y confirmar su identidad (Swamy
y Ramaprasad, 2022).

1.7 Propiedades antimicrobianas del quitosano

El quitosano presenta propiedades antimicrobianas relevantes, capaces de inhibir el
crecimiento de bacterias y hongos. No obstante, las interacciones moleculares que
vinculan su estructura con estas funciones bioactivas aun no se comprenden por
completo, lo que deja abierta la necesidad de estudios mas profundos en este ambito
(Eickelpasch et al., 2025).

La actividad antimicrobiana limita o previene el crecimiento microbiano reduciendo la tasa
de crecimiento. Se ha informado que la quitina de saltamontes (Calliptamus barbarus y
Oedaleus decorus) posee importantes propiedades antimicrobianas. La quitina de
saltamontes es un antimicrobiano eficaz contra bacterias Gram-negativas, y contra

Salmonella enterica y Vibrio alginolyticus (Kaya, et al., 2015).

Hahn et al. (2020) indican que una de las propiedades mas explotadas del quitosano es
su capacidad antimicrobiana. Este biopolimero ha demostrado eficacia en la inhibicion del
crecimiento de diversos patdgenos de relevancia clinica, incluyendo Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Aspergillus niger. Debido a su
actividad antimicrobiana, el quitosano no solo se ha posicionado como un candidato
prometedor en aplicaciones biomédicas, sino también como un recubrimiento natural
eficaz para la conservacion de alimentos frescos. En este contexto, las peliculas activas
formuladas a base de quitosano han sido empleadas con éxito en el envasado de frutas,
hortalizas, huevos y productos carnicos, contribuyendo a reducir la contaminacion

microbiana y prolongar la vida atil de dichos productos.
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2. Antecedentes

Como se ha mencionado anteriormente, los insectos comestibles representan una
alternativa prometedora para abordar los desafios nutricionales tanto actuales como
futuros. Ademas de su valor alimenticio, los avances en los métodos de extraccion, el
desarrollo industrial y la mejora de la infraestructura asociada a su produccion ofrecen
ventajas significativas en términos de sostenibilidad ambiental, especialmente en
comparacion con las fuentes convencionales de proteina animal. En este contexto, los
insectos también constituyen una fuente viable para la obtenciéon de quitina y quitosano,
dado que su cria a escala industrial genera grandes cantidades de residuos bioldgicos.
Este potencial ha cobrado mayor relevancia debido al aumento del interés en su produccion
y consumo, tanto para la nutricibn humana como para la alimentacion animal (Machado et
al., 2024).

A continuacién, se mencionaran algunas de las fuentes de insectos en uso para la
obtencion de la quitina, sus diferentes métodos de extraccién, metodologias para su
analisis, relevancias de sus resultados y usos que se les ha dado. También es valioso
entender que la concentracién de quitina varia dependiendo de algunos parametros, por
ejemplo: De un insecto a otro, si es hembra o macho, época de afio, si se presenta en
etapa de larva, pupa o etapa adulta. Al igual del método de extraccidn para la extraccion

de quitina y posterior obtencién de quitosano.

Podemos comenzar con Nafary et al. (2023), donde realizaron extracciones de quitina y
quitosano de escarabajos Tenebrio Molitor, con dos diferentes métodos, realizando en el
primero la desmineralizacién-desproteinizacién y en el segundo la desproteinizacion-
desmineralizacién, donde obtuvieron rendimientos del3.3% y 17.7% de rendimiento
respectivamente. El rendimiento de la obtenciéon de quitosano a partir de la quitina
extraida fue de 78.3% y 76.4%, respectivamente. El quitosano extraido mostré un efecto

antibacteriano contra Pseudomonas aeruginosa.

Machado et al. (2024) utilizaron residuos de los exoesqueletos cuticulares, en estado
larvario y escarabajo de: Tenebrio molitor y Zophobas morio, al igual que Blaptica dubia en
estado ninfa y en estado adulto, como fuente alternativa de quitina y quitosano, los
resultados obtenidos indican un intervalo de obtenciéon de quitina de especies Tenebrio
molitor 13.25% y 15.13% (larva y adulto, respectivamente) y Zophobas morio (11.21% y
20.89% (larva y adulto, respectivamente) mostraron mayores porcentajes de quitina en la

adultez (escarabajo). Por su parte, Blaptica dubia no mostré el mismo comportamiento. El
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rendimiento de quitina en la fase inicial (19,23 %) fue significativamente mayor que en la
fase adulta (15,68 %). Con respecto a la obtencion de quitosano los valores rondan entre
los 74.9% a 83.4%, los cuales, de acuerdo con Samar et al. (2013) concuerda con los

valores obtenidos de fuentes como conchas y cabeza de camarén (73.1% a 90.1%).

Otros valores obtenidos son la solubilidad del quitosano entre 69.9 y 94.4%, y sus
soluciones presentaron un comportamiento pseudoplastico, con viscosidades aparentes

gue oscilaron entre 195.96 y 249.86 mPa*s.

Kim et al. (2023) determinaron las condiciones éptimas para la hidrélisis enzimética de la
quitina utilizando proteasas como la alcalasa en el gusano de la harina, T. molitor,
obteniendo una solubilidad y grado de desacetilacion del 45 y 37%, respectivamente. En
este estudio no se expresaron resultados de desmineralizacion, ni procesos de
decoloracién. Sin embargo, es importante para conocer las condiciones éptimas en este
insecto al utilizar proteasas, en este caso, alcalasa y posteriormente ser un parteaguas

para las metodologias posteriormente utilizadas en este trabajo.

Chalghaf et al. (2023), realizaron la caracterizacion fisicoquimica de quitina y quitosano
obtenidos a partir de T. molitor con diferentes tratamientos, los resultados indica que el
tratamiento con la combinacién desproteinizacidn-desmineralizacion presentaron mayor
rendimiento de extraccion, también, observaron diferencias en el grado de desacetilacién
entre ambos métodos. Utilizando primero la desminerilizacion y posteriormente
desproteinizacién, demostrando el mayor rendimiento de aproximadamente 14.6 % + 0.15
y 6.1 % + 0.10 %, respectivamente. Por el contrario, cuando primero se realizé la
desproteinizacion y posteriormente la desmineralizacién, los rendimientos registrados
fueron 10.1 % + 0.18 y 5.31 % * 0.38, respectivamente. Se realizd la caracterizacion
fisicoguimica por medio de andlisis de espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier, medicién de viscosidad, Espectroscopia de RMN, difraccion de rayos X en polvo,

capacidad de retencion de agua y capacidad de retencion de grasas.

Zhu et al. (2023) investigaron como la intensidad del molido afecta las propiedades de
extraccion de quitina y quitosano extraido de saltamontes adultos (Locusta migratoria
manilensis) proveniente de la provincia china de Shandong. Donde obtuvieron tres
diferentes tamafos de particula, a los cuales se le realizo el mismo tratamiento para la
obtencién de quitina, reportando rendimientos de 11.9% a 16.3% y con respecto al

quitosano de 84.5% a 91.8%. Posteriormente realizaron peliculas de quitosano y
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concluyeron que cuanto mas fino fue el polvo utilizado como material de extraccion, mas

delgadas fueron las peliculas de quitosano y mas compacta su estructura.

Kaya et al. (2015), estudiaron dos especies de Orthoptera (Calliptamus barbarus y
Oedaleus decorus) como fuentes potenciales de quitosano, obtuvieron un rendimiento de
quitosano de 74 ~ 76% (70 ~ 75% de grado de desacetilacion), lo que se acerca al
rendimiento de las preparaciones comerciales obtenidas de las partes no utilizadas de

cangrejos y camarones.

Ademds, investigaron las propiedades antimicrobianas de quitosano contra
microorganismos patodgenos indicando actividad antimicrobiana significativa contra todos
los microorganismos patdgenos analizados (Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis,
Salmonella enteritidis, Yersinia enterocolitica, Candida albicans, Lactococcus garvieae,
Streptococcus agalactiae y Vibrio alginolyticus). Por ultimo, sugieren que estas dos
especies, que actualmente se consideran plagas debido a la reproduccion excesiva, son
fuentes potencialmente alternativas de quitina y quitosano, que se utilizan en la industria

de alimentos y piensos por sus propiedades antimicrobianas.

Sayari et al. (2016) investigaron las actividades antibacterianas (Salmonella enterica,
Escherichia coli, Micrococcus luteus, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Bacillus thuringiensis, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhinirium y Enterobacter sp.) y antifingicas (Fusarium solani, Alternaria solani, Botrytis
cinerea y Aspergillus niger) del quitosano obtenido de la langosta noruega (Nephrops
norvegicus). Observaron que el quitosano presento actividad frente a todas las bacterias
probadas y generalmente tenia actividades antimicrobianas mas altas en las bacterias
Gram-positivas que en las Gram-negativas. En cuanto a la actividad antifingica solo

Fusarium solani presento resistencia.

Keerthika y Jayakumar (2024) investigaron la extraccion de quitosano a partir de Zophobas
morio y evaluaron su actividad antimicrobiana, donde se logré obtener un rendimiento del
19.17 %. Por otro lado, menor viscosidad intrinseca (317.95 cm3/g) que el quitosano
comercial (680,20 kDa y 480,87 cm3/g, respectivamente). Y la actividad antimicrobiana
frente a diversos microorganismos patdgenos, incluyendo Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Candida

albicans, con zonas de inhibicion de 5mm a 11 mm.

Nasaj et al. (2024) analizaron diversos factores que influyen en el mecanismo

antimicrobiano del quitosano y sus derivados. El quitosano ejerce su efecto antimicrobiano
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mediante diversos mecanismos que actian de forma sinérgica. Uno de los procesos
primarios involucra la interaccion electrostatica entre los grupos amino protonados del
quitosano y los componentes de la superficie celular microbiana que presentan carga
negativa, tales como los lipopolisacaridos en bacterias Gram-negativas y los &cidos
teicoicos en bacterias Gram-positivas. Esta interaccion favorece la disrupcion de la
membrana celular, provocando la pérdida de integridad estructural, la liberacion del
contenido intracelular y, en consecuencia, la muerte celular. Ademas, el quitosano puede
alterar directamente la estabilidad de las membranas citoplasmaéticas, intensificando el
efecto bactericida mediante una mayor permeabilidad. Paralelamente, este biopolimero
interfiere con funciones celulares esenciales, inhibiendo procesos metabdlicos clave y

bloqueando la replicacion celular.

Psarianos et al. (2025) evaluaron las propiedades funcionales y bioactivas del quitosano
extraido de Acheta domesticus mediante métodos de fermentacion, enzimaticos y asistidos
por microondas. Se ha reportado que es posible obtener quitosano con una pureza superior
al 85% mediante los tres métodos, ademas, el quitosano obtenido a través de estos
métodos mostrd actividad antimicrobiana efectiva frente a Escherichia coli, Staphylococcus

aureus y Salmonella enterica subespecie enterica serotipo Typhimurium.

Si bien la quitina y el quitosano aqui mencionados fueron obtenidos de insectos aun faltan
estudios relacionados a otros tipos de insectos y confirmar que las metodologias son
apropiadas para ellos y asi obtener quitina y quitosano con caracteristicas a las presentes

a nivel comercial.
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3. Justificacion

La quitina, al igual que la celulosa, es uno de los polisacaridos mas importantes encontrados
en seres vivos y se pueden extraer principalmente de los caparazones de los crustaceos.
Sin embargo, constantemente surgen nuevas areas de aplicacion de la quitina y su derivado
el quitosano, lo que demanda el estudio de nuevas fuentes. Los insectos son una opcion
interesante como fuente alternativa de quitina y en aumento entre la comunidad cientifica,
ya que la mayoria de estos son considerados plagas, tienen tasas de crecimiento altas y su
mantenimiento es bajo en comparacién con otras fuentes. Ademés, en los métodos
utilizados para extraccion de proteina soluble a partir de insectos, la quitina presente en los
exoesqueletos es considerado un residuo, que hasta el momento no tiene reportes de
actividad biol6gica (antimicrobiana) o comparacién con fuentes convencionales de quitina.
Por todo lo anterior, se trabajara con Acheta domesticus ya que se cultiva en granjas,
convirtiéndolo en materia prima disponible y con Sphenarium purpurascens el cual es
considerado plaga en cultivos de maiz en el Sureste de México, y la bibliografia reportada
hasta el momento se centra en analizar el valor nutricional o en la incorporacién en
alimentos, pero no hay reportes de la viabilidad de estos insectos como fuente de quitina y
quitosano, asi como el estudio de su actividad antimicrobiana para proponer posteriores
aplicaciones como aditivo alimentario o incorporado en biopeliculas para recubrimiento de

alimentos.
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4.

Hipotesis

Si el exoesqueleto de los insectos esta compuesto principalmente de quitina, entonces se

podria obtener quitosano con propiedades fisicoquimicas y antimicrobianas equiparables a

muestras comerciales.

5.

Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar las propiedades fisicoquimicas y antimicrobianas del quitosano extraido a

partir de los insectos comestibles Acheta domesticus y Sphenarium purpurascens.

5.2 Objetivos especificos

Obtener harina desengrasada del grillo Acheta domesticus y del chapulin

Sphenarium purpurascens.

Realizar la extraccion quimica y enzimética de quitina a partir de la harina de los

insectos Acheta domesticus y Sphenarium purpurascens.

Obtener quitosano a partir de la quitina extraida de los insectos Acheta domesticus
y Sphenarium purpurascens.

Determinar el rendimiento, las propiedades de solubilidad, colorimetria, FTIR-ATR,
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), grado de desacetilacién, reologia y
actividad antimicrobiana del quitosano obtenido.
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6. METODOLOGIA

Machado el al. (2024)

Materia prima Soria Chico et al. (2016)
- " - - Extraccion Enzimatica de
Grillo (Acheta domesticus) y Chapulin Reduccién de Desmineralizacion uitina
(Sphenarium purpurancens) tamaiio 4
*Huejotzingo, Puebla® l 1 Kim et al (2023)
Desengrasado
Desproteinizacion Pretratamiento

Extraccion quimica de

quitina
Decoloracién
* Rendimiento Machado et al. (2024)
+ Colorimetria

Obtencion de

Agua:cloroformo:alcohol

+ Rendimiento quitina
* Solubilidad . _Pruetfas_ |
Taquez y Vargas (2018) Fisicoquimicas
* Reologia Hipoclorito de sodio 1%
Sandoval (2014)
= Espectroscopia ATR-FTIR Obtencioén de
= Calorimetria Diferencial de | quitosano
Barrido (DSC) Pruebas Microbianas | Grado de
Machado et al. (2024) desacetilacion

Kaya et al. (2015)
Chalghaf et al. (2023)

Figura 2 Metodologia general para evaluar el quitosano obtenido a partir de insectos comestibles.

6.1 Disefio Experimental para la obtencion de quitina

Para la extraccién de quitina, se sigui6 el siguiente disefio experimental (Figura 2). Primero
se realizé la desmineralizacién para cada insecto 2 sin desengrasado (HA 'y HS) y 2
desengrasados (HAD o HSD), posteriormente se utilizaron tres diferentes métodos de
desproteinizacién quimico (HQ), enzimatico (HE) y pretratamiento (HP), obteniendo 6
tratamientos para cada insecto. Y a partir de estas muestras se utilizaron dos tratamientos
de decoloracion con dos metodologias diferentes, etiquetadas como 1y 2, para tener 12
tratamientos diferentes para cada insecto. Al final del disefio se obtuvieron 24 tratamientos
de extraccion: 12 tratamientos de las harinas del grillo y chapulin sin desengrasar (Q1, Q2,
El, E2, P1y P2),y 12 tratamientos de las harinas del grillo y chapulin desengrasado (DQ1,
DQ2, DE1, DE2, DP2). Cada extraccion se realiz6 por triplicado dando un total de 72

tratamientos.
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Letra Significado

Montaje de Técnica

S CHAPULIN
A GRILLO
H Harina

HD Harina
Desengrasada

Pretratamiento

P
Q Quimico
E Enzimatico
1

Decoloracion con

Agua:cloroformo:
alcohol

2 Decoloracion con
cloro 1%

Figura 3 Disefio experimental y tabla de abreviaturas

6.2 Obtencidon de harina

La obtencion de harina se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Soria Chico et al.
(2016), con ciertas modificaciones. Se emplearon chapulines de la milpa, Sphenarium
purpurascens, recolectados en Huejotzingo, Puebla, y ejemplares de Acheta domesticus
proporcionados por la empresa Insect Nutrition. En el caso de los chapulines, se procedi6
a retirar impurezas y residuos sélidos por medio de lavados con agua potable antes de
someterlos a un proceso de deshidratacién en horno a 50 °C durante un periodo de 48 h.
Posteriormente, los insectos deshidratados se sometieron a una reduccion de tamafo
utilizando una licuadora doméstica hasta obtener un polvo fino. que fue etiquetado como
harina de chapulin (HS). El grillo (Acheta domesticus) se adquiri6 deshidratado en la
empresa Insect Nutrition (Apaseo el Grande, Guanajuato) y se obtuvo la harina con el
mismo procedimiento antes mencionado para al chapulin para su reduccién de tamafio,
obteniendo harina de grillo (HA).

6.3 Obtencién de harina desengrasada

HS y HA, fueron desengrasadas de acuerdo con el método descrito por Choi et al. (2017),
con algunas modificaciones. Los lipidos se extrajeron de las muestras de grillos usando
hexano (Meyer, México) como disolvente, en una relacion de muestra-solvente de 1:5
agitando las muestras durante 2 h y el hexano se elimin6 mediante filtracion, y
posteriormente se destilé para su recuperacion. Posteriormente se reemplaz6 cada 2 h

hasta, hasta un total de tres repeticiones. La harina se dejo sobre una charola de aluminio
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a temperatura ambiente durante 24 h y fue etiquetada como HAD y HSD (harina de grillo
desengrasada y harina de chapulin desengrasada) y almacenada a temperatura ambiente
y oscuridad hasta su uso.

6.4 Extraccién de quitina

La extraccion de quitina se realizé en tres etapas: desmineralizacion, desproteinizacion y

despigmentacion.

6.4.1 Desmineralizacion

La desmineralizacion se realiz6 de acuerdo con Machado et al. (2024), para lo que se
mezclaron 5 g de cada una las diferentes muestras (HA, HAD, HS y HSD) con 50 mL de acido
clorhidrico (J.T. Baker, USA) 1 M, a 60 °C, durante 120 min. a 100 rpm. Posteriormente las
muestras se lavaron con agua inyectable y se centrifugaron (Velab PRO 8M, CDMX,
México) a 2432 x g, dos veces, y posteriormente se neutralizé el pH con Hidréxido de sodio
(J.T. Baker, USA) 1 M y nuevamente se lavaron con agua inyectable, se centrifugo, y el
pellet obtenido fue almacenado en refrigeracion hasta su uso.

6.4.2 Desproteinizacion

Para esté etapa se utilizaron tres métodos diferentes: quimico, enzimatico y pretratamiento.

6.4.2.1 Quimico

La desproteinizacion se realiz6 de acuerdo a Machado et al. (2024) con algunas
modificaciones (ver anexo A) a partir de, los pellets obtenidos en la seccion 6.4.1 los cuales
se mezclaron con 50 mL de hidroxido de sodio (J.T. Baker, USA) 1 M, a 60 °C, durante 2
h, seguido de un lavado con agua inyectable y centrifugado (Velab PRO 8M, CDMX,
México) a 2432 x g durante 30 min, posteriormente se neutralizo con Acido clorhidrico
(J.T. Baker, USA) 1 My agua inyectable, después se centrifugé a 2432 x g durante 30 min.
Se recuper6 el pellet y se almacend6 en refrigeracion hasta su uso y fue etiquetado como
como HADQ y HSDQ para la harina desengrasada y HAQ y HSQ para las harinas sin

desengrasar para ambos insectos en estudio.

6.4.2.2 Enzimético

Se utilizé la metodologia de Kim et al. (2023), con modificaciones. Se realiz6 a partir de
los pellets obtenidos en la seccidén 6.4.1utilizando la enzima alcalasa® (Sigma-Aldrich,
USA) de acuerdo con el anexo A, con una actividad enzimética de 2.98 U/mL, Para ello, se
prepar6 una mezcla utilizando 1 g de harina suspendido en 10 mL de agua inyectable, a la

cual se adicionaron 60 uL de enzimay la reaccion enzimética se realiz6 a 60 °C, durante
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24 hora. Una vez completada la reaccion enziméatica, se calenté a 100 °C durante 10
minutos para inactivar la enzima. A continuacion, la solucién se centrifugé (Velab PRO 8M,
CDMX, México), 2432 x g durante 20 min. El pellet obtenido, fue recuperado y se lavé dos
veces con agua inyectable hasta neutralizar, posteriormente se sec6 en un deshidratador
a 50°C durante 24 h. El pellet obtenido ser4 almacenado hasta su uso y etiquetado como
HADE y HSDE para la harina desengrasada y HAE y HSE para las harinas sin desengrasar

para ambos insectos en estudio.

6.4.2.3 Pretratamiento

Se realizé de acuerdo con Acevedo-Ledn et al. (2023) con algunas modificaciones. Se
disolvieron 5 g de los pellets obtenidos en la seccion 6.4.1en 30 ml de agua destilada, y se
agité a velocidad constante hasta obtener una mezcla homogénea. Luego, la solucion se
gote6 a 20 ml de sulfato de cobre pentahidratado 0.04 M, y se adicion6 2 ml de Acido
clorhidrico (J.T. Baker, USA) a 4% (v/v) directamente a la mezcla, la cual se mantuvo en
agitacion a velocidad constante durante 2 horas a 60 °C. La solucién se centrifugé (Velab
PRO 8M, CDMX, México) durante 20 minutos a 2432 x g, y el precipitado se lavé con agua
destilada hasta neutralizar. Finalmente, las muestras seran tratadas de acuerdo con el
tratamiento quimico, punto 6.4.2.1., desmineralizacién, desproteinizacion y decoloracion.
El pellet obtenido serd almacenado en refrigeracion hasta su uso. como HADP y HSDP
para la harina desengrasada y HAP y HSP para las harinas sin desengrasar para ambos

insectos en estudio.

6.4.3 Decoloracion

Para la etapa de despigmentacion, se utilizaron dos tratamientos a partir de las muestras
desmineralizadas y desproteinizadas para eliminar los pigmentos de las muestras de
quitina. Para el primer tratamiento se realiz6 de acuerdo con Machado et al. (2024), con
algunas modificaciones, se utilizé una solucién, 1:20 (p/v), de agua inyectable, etanol al 95
% y cloroformo (4:2:1) y fueron agitadas a 200 rpm, a temperatura ambiente, durante 2 h 'y
para el segundo tratamiento se realiz6 modificando el método de Ibitoye et al. (2018) se
utilizé una solucién de hipoclorito de sodio al 1%, 1:20 (p/v) y fueron agitadas a 200 rpm, a
temperatura ambiente durante 2 h. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas y
deshidratadas a 50 °C durante 24 h. Las muestras fueron almacenadas y etiquetadas como
HADE1, HSDE1, HADQ1 y HADEQ1 para la decoloracion agua-etanol-cloroformo vy
HADEZ2, HSDE2, HADQZ2 y HADEQ?2 para hipoclorito de sodio.
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Finalmente, los sélidos recuperados (quitina) fueron pesados para determinar el

rendimiento, de acuerdo con la siguiente formula:

Peso Final de quitina

Rendimiento de solidos expresados en quitina (26): Poso dol insecto X 100

6.4.4 Determinacion de color

El analisis del color de todos los tratamientos, asi como el quitosano control, las harinas de
grillo y chapulin, se realizaron con tres repeticiones, Esto utilizando un colorimetro
HunterLab (MiniScan EZ, Virginia, USA) Las determinaciones se realizaron colocando lo
requerido para cubrir 1 cm® dentro de un vaso de precipitado de 10 mL y posteriormente
se realizaron las determinaciones con el equipo rotando 90° el vaso en cada medicién. Los
resultados se expresan en un analisis de componentes principales (Cruz-Lépez et al.,
2022).

6.5 Obtencién de quitosano

Para la obtencion de quitosano se utilizé el método descrito por Machado et al. (2024) con
algunas modificaciones. Para ello, se realiz6 una desacetilacién utilizando 0.5 g de quitina
(obtenida con los tratamientos anteriormente descritos) con 50 mL de Hidréxido de sodio
(J.T. Baker, USA) (60 % p/v) durante 20 h a 100 °C y 100 rpm. Luego las muestras se
centrifugaron (Velab PRO 8M, CDMX, México) a 2432 x g., durante 30 min, se lavaron
con agua inyectable hasta su neutralizacion y se deshidrataron a 50 °C durante 24 h.

Después se calcul6 el rendimiento de acuerdo con la siguiente formula.

L. ) Peso de quitosano
Rendimiento de quitosano (%): — x 100
Peso de quitina

6.6 Evaluaciones fisicoquimicas del quitosano

6.6.1 Grado de desacetilaciéon

El grado de desacetilacion se midié6 mediante titulacion potenciométrica de acuerdo con
Machado et al. (2024) con algunas modificaciones. Se prepar6 una disolucion de quitosano
disolviendo 0.1 g de muestra seca en 25 mL de acido clorhidrico (J.T. Baker, USA) 0.1 M.
La mezcla fue agitada a 100 rpm durante 30 min. Posteriormente, se afiadieron 25 mL de
agua destilada, y la agitacién se mantuvo hasta lograr la completa disolucion del quitosano.

Para la titulacién, se empleé hidréxido de sodio (J.T. Baker, USA) 0.025 M como agente
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titulante. El proceso de titulacion se realizé a temperatura ambiente (25 °C) con agitacién
lenta y constante. Para la determinacion del pH, se emple6é un potencibmetro (Hanna
Instruments HI 2210-01, Nusfaldu, Rumania), agregando hidréxido de sodio (J.T. Baker,
USA) en incrementos constantes de 0.5 mL bajo agitacibn mecénica continua. Se
registraron los valores de pH tras cada adicion hasta alcanzar un pH de 2. Posteriormente,
se continud la titulacién con la misma solucién, hasta un pH de 6. Como control se utilizé
guitosano comercial (Sigma-Aldrich 448869), etiquetado como QO-C, y a partir de estos
datos, se determiné el grado de desacetilacion (DD) del quitosano con la siguiente
ecuacion:

V-V,
M+0.0042%(Vy—V;)

DD(%) = 2.03 x

Donde m es el peso de la muestra, V1 y V2 son los volimenes de la solucién de hidroxido
de sodio entre los dos puntos de diferencia de pH, 2.03 es el coeficiente resultante de la
masa de la unidad monomérica de quitina y 0.0042 corresponde al coeficiente resultante
de la diferencia entre los pesos moleculares de las unidades monoméricas de quitina y

quitosano.

6.6.2 Solubilidad

El andlisis se realiz6 de acuerdo con la metodologia de Taquez y Vargas (2018), con
modificaciones. Las pruebas de solubilidad se realizaron a una concentracion final de
quitina y quitosano del 2% (p/v). Se disolvié 0.1 g de muestra en 5 mL de agua y por otro
lado en acido acético al 1%, y se dejaran en reposo durante 24 horas para determinar
posteriormente en qué solvente se presenta la mayor solubilidad. Como control se utilizé

guitosano comercial (Sigma-Aldrich 448869), etiquetado como QO-C.
6.6.3 Reologia

La metodologia para determinar las propiedades reoldgicas se realizé de acuerdo con
Sandoval (2014), con algunas modificaciones. Todas las pruebas reoldgicas se realizaron
utilizando un redmetro MCR 300 (Paar Physica Messtechnic GmbH, Stuttgart, Alemania)
equipado con un bafio de circulacién (Paar Physica y un sistema Peltier controlado (TEZ
150/MCR) con precisién de +0,1°C), equipado con una geometria PP 50/S (50 mm de
didmetro), con un gap de 1 mm, utilizando aproximadamente 3 mL de muestra para cada
determinacién. Se realizaron barridos de frecuencia a una gama de amplitud variable
(ajustado a cada muestra) de acuerdo con los datos obtenidos del barrido de amplitud
(asegurandose de su medicién dentro de la zona viscoelastica lineal) en un intervalo de

frecuencia angular de 0.1-100 rad/s a 23° C, con un total de 16 puntos. La temperatura se
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controlé con un bafio de circulacién Paar Physica y un sistema Peltier controlado (TEZ
150/MCR) con precision de +0,1°C. Obtuvimos graficos del médulo de almacenamiento
(G", médulo de pérdida (G"). Los datos se analizaron con el software RHEOPLUS/32
Vv3.40.

Como control se utilizé quitosano comercial (Sigma-Aldrich 448869), etiquetado como QO-
C.

6.6.4 Espectroscopia FTIR -ATR

Este método se realiz6 de acuerdo con Guarnieri et al. (2022) con algunas modificaciones,
para esto se realiz6 el proceso de absorcion y emision de luz en el intervalo del infrarrojo
de barrido determinado, por lo cual se coloc6 0.1 g de quitosano y quitina a analizar, con
ayuda del programa Spectra Manager. Se registran los espectros FTIR en el equipo PIKE
GladiATR, colocando las muestran sobre el dispositivo de reflexion total atenuado con un
vidrio de diamante. Para cada muestra se efectuaran 50 barridos entre 4000 cm™ y 400 cm-
1, Como control se utilizé quitosano comercial (Sigma-Aldrich 448869).

6.6.5 Calorimetria diferencial de barrido

De acuerdo con Alvarez y Baena (2022) la caracterizacion térmica (DSC) se realizé sobre
los tratamientos de quitosano, asi como el quitosano control, utilizando un equipo TGA-
DSC marca TA modelo TMa 450 a una velocidad de calentamiento de 10° C/min, en
atmésfera de nitrégeno, desde los 25°C hasta los 300 °C.

6.7 Actividad antimicrobiana del quitosano

La evaluaciéon de la actividad antimicrobiana del quitosano se llevé a cabo siguiendo el
protocolo descrito por Sayari et al. (2016), con algunas modificaciones. Para ello, se
utilizaron cultivos bacterianos ajustados a una concentracién de 10°® unidades formadoras
de colonias por mililitro (ufc/mL) la cual equivale a una absorbancia de 0.25 y 0.3 a una
longitud de onda d 600 nm Las cepas utilizadas como microorganismo sensible son: Vibrio
cholerae, Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Listeria spp.,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas putida, Bacillus cereus,

Pediococcus acidilactici, Brochothrix thermosphacta y Weissella viridescens.

Cada cultivo se inocul6 en placas de Petri que contenian una doble capa de agar realizado
con caldo de soya tripticaseina, TSB, (BD BIOXON 211670) y agar bacteriolégico (BD
BIOXON 9277621). La primera capa consisti6 en TSB suplementado con agar

bacteriolégico al 0.8 % (p/v), mientras que la segunda, sobre la cual se realizd la
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inoculacion, contenia TSB con agar bacteriolégico al 1.5% (p/v). Todos los medios y

materiales fueron previamente esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Las muestras de quitosano se prepararon a una concentracion de 20 mg/mL, disueltas en
acido aceético al 1 %. Esta solucién se esterilizé mediante exposicion a radiacién ultravioleta
(UV) durante 30 minutos dentro de una campana de flujo laminar. Posteriormente, se
realizaron pozos en el agar utilizando un sacabocados estéril, y en cada pozo se
depositaron 100 yL de la solucion de quitosano. Las placas se incubaron a 35 °C durante
un periodo de 18 a 24 horas. La actividad antimicrobiana se determiné midiendo el diametro
de las zonas de inhibicion en torno a cada pozo, comparandolas con un control negativo.
Como control positivo interno se utilizd acido acético 1% y el quitosano comercial (Sigma-
Aldrich 448869).

6.8 Analisis estadistico

Todas las mediciones se realizaron por triplicado, y los resultados se expresaron como
promedio + desviacion estandar. El andlisis estadistico se llevé a cabo utilizando el software
XLSTAT version 2014.5.03 (Addinsoft), considerando un nivel de significancia de a = 0.05.
Para la comparacion de tratamientos, se aplicdé un analisis de varianza unidireccional
(ANOVA) seguido de una prueba de comparacion de medias mediante el método de Tukey.
Ademas, se efectud un analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés)

para las pruebas de color.
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7 Resultados y discusion

7.1 Extraccion de Quitina

En la figura 4 se presentan los resultados del porcentaje de solidos (quitina) obtenidos a
partir de la harina desengrasada y no desengrasada del chapulin, Sphenarium
purpurascens, utilizando diferentes tratamientos. Se observa que los tratamientos con
harina desengrasada son significativamente mayores en comparacion con la harina sin
desengrasar. La desproteinizacion enzimatica con la harina desengrasada presenta los
mayores porcentajes de solidos (quitina), siendo la decoloracion agua:cloroformo:alcohol
(HADE1) la que tiene el mayor porcentaje de solidos totales (23.8%), y es
significativamente diferente (p<0.05) en comparacion con los demds tratamientos. Con
respecto al tratamiento quimico, se observa que el mayor valor de sélidos se obtiene con
la harina desengrasada y decoloracion agua:cloroformo:alcohol (10.9%), y se observa que
es el tratamiento con los menores porcentajes de recuperacion de sdlidos. Las harinas que
tuvieron un pretratamiento previo a la desproteinizacion quimica presentaron mayores
rendimientos en comparacion con los tratamientos quimicos sin pretratamiento, sin
embargo, presentaron un menor porcentaje de recuperaciéon de sélidos con respecto a los
tratamientos enzimaticos, por lo tanto, el pretratamiento no favorece la extraccién de quitina

en comparacion con el método enzimatico.
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Figura 4. Obtencion de Quitina a partir de harina de chapulin a través de cada tratamiento.

Cada valor se expresa como la media (n) + desviacion estandar; letras diferentes (A-l) indican diferencias
significativas (p < 0.05) entre medias de cada tratamiento. HSQ1: Harina de chapulin por desproteinizacion
quimica y decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HSQ2: Harina de chapulin por desproteinizacién quimica
y decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HSP1: Harina de chapulin por pretratamiento de
desproteinizacién y decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HSP2: Harina de chapulin por pretratamiento de
desproteinizacion y decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HSELl: Harina de chapulin por
desproteinizacion enzimatica y decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HSE2: Harina de chapulin por
desproteinizacion enzimatica y decoloracién por hipoclorito de sodio al 1 %, HSDQ1: Harina de chapulin
desengrasada por desproteinizacién quimica y decoloracién por agua:cloroformo:alcohol, HSDQ2: Harina de
chapulin desengrasada por desproteinizacién quimica y decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HSDP1:
Harina de chapulin desengrasada por pretratamiento de desproteinizacion y decoloracion por
agua:cloroformo:alcohol, HSDP2: Harina de chapulin desengrasada por pretratamiento de desproteinizacion y
decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HSDE1: Harina de chapulin desengrasada por desproteinizacion
enzimdtica y decoloracion por agua:cloroformo:alcohol y HSDE2: Harina de chapulin desengrasada por
desproteinizaciéon enzimatica y decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %.

En la figura 5, se presentan los resultados del porcentaje de sélidos (quitina) obtenidos a
partir de la harina desengrasada y no desengrasada del grillo, Acheta domesticus,
utilizando diferentes tratamientos. De forma general se observa que la harina de grillo
presento diferentes caracteristicas en comparacion con la harina de chapulin, ya que se
tuvieron que realizar algunos cambios en el protocolo de extraccion de quitina, como
ampliacion del tiempo de centrifugado, entre las neutralizaciones y entre las etapas de
extraccion. El tratamiento con desproteinizacibn enzimatica y decoloracion con
agua:cloroformo:alcohol presenta los mayores porcentajes de sélidos totales (quitina),
tanto para harina desengrasada como no desengrasada, sin embargo, el tratamiento con
harina no desengrasada presento el mayor porcentaje (37%) y es significativamente
diferente (p<0.05) en comparacion con los otros tratamientos. Los menores porcentajes de

recuperacion de quitina se obtuvieron cuando se utilizaron los tratamientos de
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desproteinizacion quimica con y sin pretratamiento y siendo significativamente menores

(p<0.05) en comparacién con el método enzimatico.
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Figura 5. Obtencion de Quitina a partir de harina de Grillo a través de cada tratamiento.

Cada valor se expresa como la media (n) + desviacion estandar; letras diferentes (A-1) indican diferencias
significativas (p < 0.05) entre medias de cada tratamiento. HAQ1: Harina de grillo por desproteinizacion quimica
y decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HAQ2: Harina de grillo por desproteinizacion quimica y
decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HAP1: Harina de grillo por pretratamiento de desproteinizacion y
decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HAP2: Harina de grillo por pretratamiento de desproteinizacion y
decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HAEL: Harina de grillo por desproteinizaciéon enzimatica y
decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HAE2: Harina de grillo por desproteinizacion enzimatica y
decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HADQL1: Harina de grillo desengrasada por desproteinizacion
quimica y decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HADQ2: Harina de grillo desengrasada por
desproteinizaciéon quimica y decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HADP1: Harina de grillo desengrasada
por pretratamiento de desproteinizacion y decoloracién por agua:cloroformo:alcohol, HADP2: Harina de grillo
desengrasada por pretratamiento de desproteinizacion y decoloracién por hipoclorito de sodio al 1 %, HADE1:
Harina de grillo desengrasada por desproteinizacion enzimatica y decoloracion por agua:cloroformo:alcohol y
HADEZ2: Harina de grillo desengrasada por desproteinizacion enzimética y decoloracion por hipoclorito de sodio
al 1 %.

Los resultados obtenidos de porcentaje de sdlidos (quitina) recuperados a partir de ambos
insectos son menores a los reportados por Zhu et al. (2023) el cual trabajo con el insecto
saltamontes (Locusta migratoria manilensis), en etapa adulta, quienes reportan valores de
11.9 a 16.3 %, de recuperacion de quitina utilizando el método quimico sin pretratamiento,
en comparacion con 10.9 % para chapulin y 11.3 % para grillo. Por otra parte, los
resultados obtenidos con el método enzimatico para ambos insectos (23.8 'y 37.6 % para
chapulin y grillo, respectivamente) son comparables con lo reportado en cucarachas
Eupolyphaga sinensis Huang et al. 2025), los cuales obtuvieron 30.5% de quitina, utilizando
proteasas, al 3 % (p/p; proteasa alcalina/muestra), Estas diferencias se pueden atribuir a
los tiempos del tratamiento, asi como las concentraciones y tipo de proteasa utilizada. Otras

posibles causas por las cuales se presentan diferencias en los dos tratamientos de
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desproteinizacion, pueden ser atribuidas a las caracteristicas que presentan los insectos,
por ejemplo, el estadio de madurez y la concentracién de lipidos y proteinas, ademas de
las etapas en el método de extraccion utilizado. Los chapulines en edad adulta pueden
tener un mayor contenido de macronutrientes en comparacion con aguellos en una etapa
joven, por lo que durante el método de desengrasado y desproteinizacién se tienen

mayores pérdidas de quitina unida a las proteinas (Zhu et al., 2023).

También se observd que para ambos insectos el tratamiento de decoloracion
agua:cloroformo:alcohol mejora el proceso de recuperaciéon de quitina sin importar el
tratamiento de desproteinizacion utilizado. Sheng et al. (2022) menciona que el hipoclorito
de sodio (NaClO) es un agente oxidante de alta eficacia que permite la eliminacién de
pigmentos en procesos de blanqueamiento. No obstante, su aplicacién a concentraciones
elevadas puede inducir la degradacion parcial de la quitina, ocasionando una disminucion
en su peso. Por su parte, Hahn et al. (2020) mencionan que esta mezcla se utiliza
comunmente como agente de blanqueamiento para la decoloracién de quitina, derivados
de insectos. La combinacion de estos solventes permite la eliminacion eficaz de pigmentos
y compuestos que causan color sin alterar significativamente la estructura de la quitina.

7.2 Analisis de color para Quitina

Se realiz6 la evaluacién de color de las muestras de quitina de ambos insectos obtenidos
con los diferentes tratamientos, obteniendo los parametros CIELab*, los cuales fueron
interpretados con un andlisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en ingles).
En la figura 6, se observa el PCA para los tratamientos con grillo, y se puede observar que
los tratamientos quimicos con decoloracién con hipoclorito de sodio al 1%, (HADQ2, HAQ2
y HAP2) presentan mayor luminosidad (L*), y tonalidades amarillas (b*). Los resultados
obtenidos indican que las muestras son mas claras, lo cual es importante ya que se espera
tonalidades similares a los productos comerciales de quitina. Por su parte Hahn et al. (2020)
realizo una revision bibliografica en la que se concluyé que los procesos sin decoloracion
tienen mayores rendimientos, pero en su mayoria sin diferencia significativa, por su parte,
los bajos rendimientos se pueden atribuir a la posible solubilidad de la quitina con los
reactivos de los tratamientos de decoloracion, como lo menciona Sheng et al. (2022) el uso
de hipoclorito de sodio, siendo altamente oxidante, a concentraciones mayores de 1%
puede llegar a oxidar las cadenas de quitina asi como la interaccion con los grupos hidroxilo
degradando el polimero, sin embargo, Hahn et al. (2020) resalta que la decoloracion de
los insectos se realiza principalmente con alcohol y cloroformo ya qué no interactta con la

cadena glicosidica. Brown et al. (2004) explican que el uso del cloroformo, solvente no
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polar, disuelve pigmentos como melaninas y carotenoides, asi como residuos lipidicos aun
presentes, por su parte, el alcohol ayuda a reducir la tension superficial y mejora la
penetracion del cloroformo. Con respecto al lado izquierdo, encerrados en un ovalo, los
pretratamientos presentaron tonalidades azuladas, esto se debe a la posible presencia de
trazas hidratadas de cobre al formar complejos, produciendo esta coloracion (Brown et al.,
2004). En el caso de HAE2, a comparacién de los otros tratamientos de desproteinizacion
enzimatica, presentd una coloracion verde-azulada y oscura, esto se le atribuye a un error
en la metodologia ya qué al guardar la muestra en refrigeracion es factible que no se cubrid
correctamente con Parafilm dejando expuesto el tratamiento al aire que posiblemente oxido

compuestos proteicos, como tirosina o triptéfano (Davies, 2025).
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Figura 6 Andlisis de componentes principales (PCA) de los parametros de color CIELab* de los diferentes
tratamientos para obtener quitina a partir del grillo (Acheta domesticus).

HA: Harina de grillo, HAD: Harina de grillo desengrasada, HAQZX: Harina de grillo por desproteinizacion quimica
y decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HAQ2: Harina de grillo por desproteinizacion quimica y
decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HAP1: Harina de grillo por pretratamiento de desproteinizacién y
decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HAP2: Harina de grillo por pretratamiento de desproteinizacion y
decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HAE1: Harina de grillo por desproteinizacién enzimatica y
decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HAE2: Harina de grillo por desproteinizacion enzimatica y
decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HADQL1: Harina de grillo desengrasada por desproteinizacion
guimica y decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HADQ2: Harina de grillo desengrasada por
desproteinizacién quimica y decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HADP1: Harina de grillo desengrasada
por pretratamiento de desproteinizacién y decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HADP2: Harina de grillo
desengrasada por pretratamiento de desproteinizacion y decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HADEZ1.:
Harina de grillo desengrasada por desproteinizacion enzimatica y decoloracién por agua:cloroformo:alcohol y
HADE2: Harina de grillo desengrasada por desproteinizacion enzimatica y decoloracion por hipoclorito de sodio
al 1 %.
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En la figura 7 se observa el PCA para los tratamientos con chapulin. Los tratamientos
quimicos cony sin pretratamiento con decoloracion con hipoclorito de sodio al 1%, (HSP2,
HSDQ2 y HSQ2) presentan la mayor luminosidad (L*), por lo que estos tratamientos
permiten obtener muestras mas claras en comparacién con los tratamientos enzimaticos.
Por otra parte, se observa que las demas muestras se encuentran alejadas de los
parametros a* y b*, lo que indica que los diferentes métodos de decoloracion eliminan el
color rojizo, caracteristico del chapulin, aunque prevalecen las tonalidades verdosas, lo que

se puede deber a la oxidacién del cobre, como se mencioné el PCA anterior.
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Figura 7 Andlisis de componentes principales (PCA) de los parametros de color CIELab* de los diferentes
tratamientos para obtener quitina a partir del chapulin (Sphenarium purpurascens).

HA: Harina de chapulin, HAD: Harina de chapulin desengrasada, HSQ1: Harina de chapulin por
desproteinizacion quimica y decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HSQ2: Harina de chapulin por
desproteinizacion quimica y decoloraciéon por hipoclorito de sodio al 1 %, HSP1: Harina de chapulin por
pretratamiento de desproteinizacion y decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HSP2: Harina de chapulin por
pretratamiento de desproteinizacion y decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HSE1: Harina de chapulin
por desproteinizacion enzimatica y decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HSE2: Harina de chapulin por
desproteinizacién enzimatica y decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HSDQ1: Harina de chapulin
desengrasada por desproteinizacion quimica y decoloracion por agua:cloroformo:alcohol, HSDQ2: Harina de
chapulin desengrasada por desproteinizacion quimica y decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HSDP1:
Harina de chapulin desengrasada por pretratamiento de desproteinizacion y decoloracion por
agua:cloroformo:alcohol, HSDP2: Harina de chapulin desengrasada por pretratamiento de desproteinizacion y
decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HSDE1: Harina de chapulin desengrasada por desproteinizacion
enzimatica y decoloraciéon por agua:cloroformo:alcohol y HSDE2: Harina de chapulin desengrasada por
desproteinizaciéon enzimatica y decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %.
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7.3 Comparacién entre los métodos de extraccion de quitina

En la figura 8 se presenta una comparacion entre los tratamientos de las harinas
desengrasadas y decoloracién con hipoclorito de sodio al 1%, ya que de acuerdo con los
resultados previos son los mejores tratamientos de recuperacién de solidos (quitina) y
mayor luminosidad (L*). Se puede observar que los tratamientos quimicos en ambos
insectos (HADQZ2 y HSDQ2) no presentan diferencias significativas (p>0.05) y presentan lo
valores mas bajos. Los tratamientos quimicos con pretratamiento (HSDP2 y HADP2)
presentan valores mayores en comparacion con los tratamientos quimicos, sin embargo,
las muestras obtenidas a partir de harina del grilo Acheta domesticus son
significativamente diferentes (p<0.05) a las obtenidas con el grillo Sphenarium
purpurascens. Finalmente se observa que los mejores tratamientos son los enzimaticos
para ambos insectos, donde Acheta domesticus (HADE?2) es la que presenta el mayor
porcentaje de sélidos (quitinas) y es significativamente diferente (p<0.05) a la muestra
obtenido con el chapulin (HSDE2). Hahn et al. (2020) indican que un parametro de
importancia, dentro de los pretratamientos, es la reduccién de tamafio de la materia prima
y la relacién e interaccion del disolvente con respecto al soluto; por su parte, podemos
mencionar que las caracteristicas obtenidas por un proceso de desengrasado son el
aumento en el rendimiento de solidos totales, quitina, por la eliminacién de grasas
(Machado et al., 2024).

E
D
C
A A B I
0 . . l

HADQ2 HSDQ2 HSDP2 HADP2 HSDE2 HADE2
Tratamientos

w w
o 2]
T T

N
(]
T

[EnY
(%]
T

Porcentaje de sdlidos (%)
[ N
o o

(6]
T

Figura 8 Comparacion entre los tratamientos obtenidos en Grillo y Chapulin de harinas desengrasadas con
decoloracion con hipoclorito de sodio.

Cada valor se expresa como la media (n) + desviacion estandar; letras diferentes (A-E) indican diferencias

significativas (p<0.05) entre medias de cada tratamiento. HADQ2: Harina de grillo desengrasada por
desproteinizacion quimicay decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HADP2: Harina de grillo desengrasada
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por pretratamiento de desproteinizacion y decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %, HADEZ2: Harina de grillo
desengrasada por desproteinizacion enzimatica y decoloracién por hipoclorito de sodio al 1 %, HSDQ2: Harina
de chapulin desengrasada por desproteinizacion quimica y decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %,
HSDP2: Harina de chapulin desengrasada por pretratamiento de desproteinizacion y decoloraciéon por
hipoclorito de sodio al 1 % y HSDE2: Harina de chapulin desengrasada por desproteinizacién enzimatica y
decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %.

A partir de los resultados obtenidos se decidié continuar el trabajo experimental solo con
los tratamientos quimicos y enzimaticos con decoloracion con hipoclorito de sodio al 1% a
partir de las harinas desengrasadas del grillo Acheta domesticus, por tener mayores
porcentajes de recuperacion de quitina y mejor luminosidad. En el caso del pretratamiento,
se descarta continuar trabajando con él por las trazas presentes de cobre ya que las
muestras son verdosas, y esto puede interferir con la obtencién de quitosano.

7.4 Espectroscopia FTIR -ATR de quitina.

En la figura 9 y 10 se presentan los espectros de FTIR-ATR donde de la quitina obtenida
con el tratamiento quimico (HADQZ2) y enzimético (HADE2), en ambas figuras se puede
observar picos caracteristicos de la estructura de la quitina. En la figura 10 se observa un
pico muy pronunciado en 1009 cm™, esto se puede deber a que en el momento de limpiar
el equipo con alcohol no se le dio el tiempo adecuado para que se evapore, esta hipotesis
se complementa con la concavidad presente entre el intervalo de 3400cm propio del grupo
hidroxilo (Swamy y Ramaprasad, 2022). Por su parte en los espectros de la figura 11 esta
concavidad es minima a la comparacioén anterior y el pico en 1009cm de igual forma es
menos pronunciado. Dentro de las figuras se colocaron los picos caracteristicos que tiene
la quitina y su grupo funcional, de acuerdo con Swamy y Ramaprasad, (2022) no se
comparo6 con un control de quitina, sin embargo, hay suficiente bibliografia que concuerda
con los autores mencionados con respecto a los grupos funcionales marcados en el
espectro de 400 a 4000 cm™.
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Figura 9 Espectro ATR- FTIR de quitina obtenida a partir del tratamiento quimico de la harina desengrasada
del grillo Acheta domesticus (HADQ?2).
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Figura 10 Espectro ATR- FTIR de quitina obtenida a partir del tratamiento enzimatico de la harina desengrasada
del grillo Acheta domesticus (HADEZ2).
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7.5 Solubilidad de quitina

En la figura 11 se pueden observar los resultados de solubilidad de la quitina obtenida con
el tratamiento quimico (HADQ?2) y enzimatico (HADE?2). De acuerdo con los resultados el
proceso enzimatico tiene menor solubilidad (32.3 %) en comparacién con el método
guimico (56%) esto se puede deber a trazas presentes, ya sea de proteina, grasa o
minerales, que no se retiraron entre los lavados. La quitina es un amino polisacarido N-
acetilado caracterizado por su rigidez, inelasticidad e hidrofobicidad elevada, lo que le
confiere una marcada insolubilidad tanto en agua como en la mayoria de los disolventes
organicos (Ravi Kumar, 2000). Para ampliar sus aplicaciones industriales y biomédicas, es
necesario transformar la quitina en derivados con mayor solubilidad en medios acuosos,
siendo el quitosano el principal producto de interés. Hahn et al. (2020) propone que la
solubilizacion directa de la quitina requiere el uso de acidos minerales fuertes en

concentraciones elevadas, lo cual limita su procesamiento directo.

Hosney et al. (2022) mencionan que el tratamiento quimico posiblemente desacetilé
algunas cadenas de la quitina generando asi una diferencia de solubilidad a comparacion
del tratamiento enzimatico. Esta prueba es de utilidad, pues cualitativamente indica la
posible desacetilacion durante los tratamientos de extraccion de la quitina.
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Figura 11 Porcentaje de solubilidad en acido acético (1%) de la quitina obtenida del grillo.

Cada valor se expresa como la media (n) + desviacion estandar; letras diferentes (A-B) indican diferencias
significativas (p<0.05) entre medias de cada tratamiento. HADQ2: Harina de grillo desengrasada por
desproteinizacién quimica y decoloracién por hipoclorito de sodio al 1 % y HADE2: Harina de grillo
desengrasada por desproteinizacién enzimatica y decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %.
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7.6 Obtencidn de quitosano

En la figura 12 se presentan los rendimientos de la obtencion de quitosano a partir de la
quitina obtenida con el tratamiento quimico (HADQZ2) y enzimatico (HADE2). Como se
observa el quitosano obtenido a partir del tratamiento quimico presenta 85.3%, el cual es
significativamente diferentes (p<0.5) con el tratamiento enzimético (16.5%), a pesar de que
esté ultimo presentd los mayores rendimientos de solidos. Esto se puede deber a la
presencia, por ejemplo, de proteina en el tratamiento enzimatico y que al momento de
realizar la desacetilacion con hidroxido de sodio terminara de desproteinizar la proteina
presente. Los valores obtenidos de quitina con el tratamiento enzimatico y quimico son
similares con lo reportado por algunos autores. Zhu et al. (2023) obtuvieron 84.5% de
quitosano a partir de quitina obtenida de saltamontes adultos (Locusta migratoria
manilensis) utilizando tratamiento quimico con la principal diferencia en el tiempo de
desacetilacién, donde en el presente trabajo la reaccién fue de 20 h, comparado alas 2 h
del tratamiento realizado por Zhu et al. (2023). Por otra parte, Huang et al. (2025) reporté
valores de 17.5% con quitina obtenida del tratamiento enzimatico a partir del insecto
Eupolyphaga sinensis Walker, teniendo diferencias en el tiempo de reaccion del

tratamiento de desacetilacion, realizandose en 6 horas.
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Figura 12 Rendimientos de quitosano a partir de quitina extraida de grillo.
Cada valor se expresa como la media (n) + desviacion estandar; letras diferentes (A-B), indican diferencias

significativas (p < 0.05) entre medias de cada tratamiento. QO-HADQ2 quitosano obtenido a partir de quitina
con tratamiento quimico; QO-HADE?2 es quitosano obtenido a partir de quitina con tratamiento enzimatico.
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7.7 Parametros de color CIELab* del quitosano

En la tabla 2 se presentan los resultados de los pardmetros de color CIELab* del quitosano
a partir de la quitina obtenida con el tratamiento quimico (HADQ2) y enzimético (HADE2).
Se observa que, con respecto a la luminosidad, hay diferencias significativas (p<0.5) entre
todas las muestras y el control comercial, donde el tratamiento enzimatico presenta los
valores mas bajo (68.26) que tienden a muestras oscuras, por el contrario, las muestras de
tratamiento quimico tienden a ser mas claro y es mas equiparable al control comercial (QO-
C). Los parametros L*, a* y b* mostraron diferencias significativas entre los tratamientos
quimicos y enziméticos y el control. Esta variacion puede atribuirse al proceso de
desacetilacion, particularmente al tiempo de reaccion y a la concentracion del reactivo
utilizado. Asimismo, se evidencié una pérdida de decoloracién durante la conversion de
quitina a quitosano. Aunque seria posible aplicar tratamientos de blanqueamiento al

quitosano, este paso disminuiria la viscosidad y el peso molecular (Pakizeh et al., 2021).

Tabla 1 Parametros de color CIELab* de quitosano.

Tratamientos L* a* b*

Qo0-C 86.92+0.22°¢ 0.23+0.01° 12.61+£0.042
QO- HADQ2 73.33£0.12° 4.76+0.01° 23.34+0.01°
QO- HADE2 69.26 £ 0.07 ® 5.16 +0.03¢ 24.34£0.04°

Cada valor se expresa como la media (n) + desviacién estandar; letras diferentes (A-C), indican diferencias
significativas (p < 0.05) entre medias de cada tratamiento. QO-C Quitosano control, QO- HADQ2: Quitosano
obtenido por la harina de grillo desengrasada por desproteinizacion quimica y decoloracion por hipoclorito de
sodio al 1 %, QO- HADE2: Quitosano obtenido por la harina de grillo desengrasada por desproteinizacion
quimica y decoloracién por hipoclorito de sodio al 1 %.

7.8 Solubilidad del quitosano

La solubilidad de los distintos tratamientos de quitosano se presenta en la Figura 13,
observandose diferencias significativas entre los grupos (p<0.05), siendo el tratamiento
enzimatico el que mostré menor porcentaje de solubilidad. Resultados comparables fueron
reportados por Psarianos et al. (2025), quienes trabajaron con Acheta domesticus
empleando métodos similares. En su estudio, el tratamiento quimico consisti6 en una
desacetilacion durante 24 horas a 80 °C con una solucion de NaOH 1 M, obteniéndose un
porcentaje de solubilidad del 70 %. Este valor se encuentra cercano al 75 % del tratamiento

QO-HADQ?2. Por su parte, el enfoque biolégico utilizado por dichos autores se baso6 en una
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fermentacion con Lactococcus lactis durante 7 dias a 30 °C y 150 rpm en medio MRS,
seguida por una digestién con bromelina en medio liquido. Este tratamiento arrojé una
solubilidad de 55 %, similar al 55.6 % registrado en el presente estudio para el tratamiento
QO-HADE2. Por otro lado, podemos mencionar que Zhu et al. (2023) trabajé con
soluciones que incluian cloroformo, metanol y agua (en una proporcion de 1:2:4) donde
realizaron el tratamiento a tres diferentes tamafios de particula, 956 um, 492 umy 79,1 ym
durante una hora en solucién, con el saltamontes, Locusta migratoria manilensis, los
resultados indican que los porcentajes obtenidos de solubilidad del quitosano se
encuentran en un intervalo entre 81 a 89%.
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Figura 13 Solubilidad del quitosano en acido acético (1%).

Cada valor se expresa como la media (n) + desviacion estandar; letras diferentes (A-C), indican diferencias
significativas (p<0.05) entre medias de cada tratamiento. QO-C Quitosano control, QO- HADQ2: Quitosano
obtenido por la harina de grillo desengrasada por desproteinizacion quimica y decoloracién por hipoclorito de
sodio al 1 %, QO- HADE2: Quitosano obtenido por la harina de grillo desengrasada por desproteinizacion
guimica y decoloracién por hipoclorito de sodio al 1 %.

7.8 Grado de desacetilaciéon

Por su parte en la figura 14 se representan los grados de desacetilacion obtenidos. El grado
de desacetilacion (DD) representa la eficiencia con la que se eliminan los grupos N-acetilo
de la quitina durante su conversion a quitosano. Este parametro es crucial, ya que
determina el contenido de grupos amino libres (—-NH;) en la estructura del polimero. Estos
grupos funcionales influyen de manera directa en propiedades fundamentales del
quitosano, como su solubilidad en medio acuoso, su reactividad quimica frente a otras

moléculas, y su biodegradabilidad (Hahn et al., 2020). Por ello, el DD es considerado un
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indicador clave de calidad y funcionalidad para su aplicacion en sectores como el
biomédico, farmacéutico, alimentario y agricola (Sayed et al., 2024). Los grados de
desacetilacién (DD) alcanzados en los tratamientos QO-HADQ2 (72.8 %) y QO-HADE2
(62.3 %) fueron inferiores a los valores reportados por Machado et al. (2024), quienes
reportaron DD en el intervalo de 78 a 89 %. En su estudio, emplearon como materia prima
cuticulas de diferentes estadios de desarrollo de insectos, incluyendo el escarabajo adulto
Zophobas morio, larvas de Zophobas, el escarabajo adulto Tenebrio molitor, larvas de
Tenebrio molitor, asi como adultos y ninfas de Blaptica dubia. Por otra parte, Zhu et al.
(2023), trabajaron con ejemplares adultos de Locusta migratoria manilensis, reportando
grados de desacetilacion (DD) de 62 a 65 %. En su estudio evaluaron tres tamafos de
particula de quitina (956 um, 492 umy 79.1 um), observando que el menor tamafio condujo
a un mayor DD. Este efecto fue atribuido a una mayor difusion del agente desacetilante,
facilitada por el incremento en el &rea superficial de la quitina, lo que favorece un contacto
mas eficiente durante el proceso de desacetilacion. De manera complementaria, Kaya et
al. (2015) evaluaron el grado de desacetilacién en quitina extraida de dos especies de
ortépteros (Calliptamus barbarus y Oedaleus decorus), obteniendo valores relativamente
bajos,de 74 a 76 %. Al comparar estos resultados con los obtenidos en los tratamientos
QO-C y QO-HADE2, cuyos DD fueron de 61 y 62 %, respectivamente, se observa una

tendencia similar.

Las variaciones observadas en el grado de desacetilacion (DD) estan directamente
relacionadas con diversos factores del proceso de extraccién. Entre estos se incluyen el
tipo de método empleado para desacetilar, el tamafio de particula de la quitina original, asi
como parametros operativos como la temperatura, el tiempo de reaccion, la concentracion
y velocidad de los reactivos utilizados. Ademas, la atmésfera bajo la cual se lleva a cabo la

reaccion también influye significativamente en la eficiencia de la desacetilacion.
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Figura 14 Grado de desacetilacion del quitosano.

QO-C Quitosano control Sigma-Aldrich 4488691, QO- HADQ2: Quitosano obtenido por la harina de grillo
desengrasada por desproteinizacion quimica y decoloracién por hipoclorito de sodio al 1 %, QO- HADEZ2:
Quitosano obtenido por la harina de grillo desengrasada por desproteinizaciéon quimica y decoloracion por

hipoclorito de sodio al 1 %.Cada valor se expresa como la media (n) + desviacion estandar; letras diferentes,
(A-C) indican diferencias significativas (p<0.05) entre medias de cada tratamiento.

7.9 Espectroscopia FTIR -ATR del quitosano.

Por otro lado se analizaron los espectros ATR- FTIR de los quitosanos, comercial, quimico
y enzimatico (figuras 15 a 17) donde el espectro comercial se utiliz6 como modelo en los
guitosanos obtenidos, en este podemos observar los grupos funcionales y también un error
humano ya que se presentan picos propios del grupo OH y la concavidad, como se
menciond en el espectro de la quitina, aun asi se pueden observar los picos pertenecientes
a los grupos amino y una menor proporcion del pico del grupo metilo. Estos analisis se
tendrdn que volver realizar con algunas modificaciones en los lavados entre los
tratamientos, ya que se encontraron picos tipicos de proteinas, asi como de lipidos. Entre
3111y 2876, 1416, 1310, 1260y 1204 cm -1 atribuibles a la vibracién de alargamiento CH2
atribuida al anillo de piranosa (Pavia et al., 2015). Una de las bandas caracteristicas del
quitosano se presenta en la regiéon de 1650 cm™, correspondiente a la vibracion de
estiramiento del grupo C=0 de la amida tipo |, la cual disminuye en intensidad en
comparacion con la quitina, debido al proceso de desacetilacion. Asimismo, se observa una
banda en 1590 cm™, asociada a la vibracion angular del enlace N—H, que se vuelve mas

evidente conforme se incrementa la cantidad de grupos amino libres (Machado et al., 2024).
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Figura 15 Espectro ATR-FTIR de quitosano comercial Sigma-Aldrich 448869
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Figura 16 Espectro ATR-FTIR de QO-HADQ2

QO- HADQ2: Quitosano obtenido por la harina de grillo desengrasada por desproteinizacion quimica y
decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %
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Figura 17 Espectro ATR-FTIR de quitosano tratamiento enzimético, QO-HADE?2

QO-HADE2: Quitosano obtenido por la harina de grillo desengrasada por desproteinizacion enzimatica y
decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %.

7.10 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) en quitosano.

Se realizdé un andlisis por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) en tres muestras de
quitosano con el objetivo de evaluar sus propiedades térmicas y detectar posibles
modificaciones estructurales. Las curvas obtenidas revelaron diferencias notables en la
transicion vitrea (Tg), eventos endotérmicos y exotérmicos entre las muestras, lo cual

permitié inferir su grado de modificacion y estabilidad térmica.

La Figura 18, quitosano por extraccion enzimatico present6é una Tg centrada en 78.3°C y
un ACp de 0.287 J/g-K, caracteristicos del quitosano nativo. Mostré6 una pérdida
endotérmica significativa a 119.5°C (-470.5 J/g), atribuida a la desorcion de agua, asi
como un pico exotérmico a 240.1 °C (116.8 J/g), posiblemente relacionado con el inicio de

la degradacion térmica (Huang et al., 2025).

En contraste, la figura 19, quitosano por extraccion quimica. presentdé una Tg elevada
(201.0 °C) y un cambio en la capacidad calorifica (a presién constante), ACp, considerable,
(46.623 J/g-K) comparado con los resultados de DSC de CO-c, lo que indica una estructura
altamente modificada, probablemente mediante entrecruzamiento. La pérdida endotérmica
fue ligeramente menor (-385.8 J/g a 122.7°C), y el evento exotérmico mostré mayor
intensidad (162 J/g a 249.5°C), lo que sugiere una mayor estabilidad térmica y

reorganizacion estructural mas marcada. concuerda con lo reportado con Alvarez y Baena
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(2022). Los quitosanos analizados demuestran ser un material estable que presenta una

degradacion simple.

La muestra de quitosano control, figura 20, mostré un comportamiento intermedio. Su Tg

se centro en 114.8 °C con un ACp de 8.547 J/g-K, lo que sugiere una modificacion parcial

del polimero. El pico endotérmico ocurrié a menor temperatura (95.6 °C, —240.4 J/g), y el

evento exotérmico fue apenas detectable (226.8 °C, 0.09515 mW/mg), lo cual sugiere una

estructura mas estable, pero con menor grado de reorganizacion térmica (Huang et al.,
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Figura 18 Calorimetria diferencial de barrido, quitosano control, Sigma-Aldrich 448869.
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Figura 19 Calorimetria diferencial de barrido quitosano enzimatico, QO-HADE?2

QO-HADE2: Quitosano obtenido por la harina de grillo desengrasada por desproteinizacion enzimatica y

decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %.
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Figura 20 Calorimetria diferencial de barrido quitosano quimico, QO-HADQ?2

QO- HADQ2: Quitosano obtenido por la harina de grillo desengrasada por desproteinizaciéon quimica y
decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %

7.11 Reologia del quitosano

En la figura 21 se presenta el comportamiento viscoelastico de los diferentes quitosanos
en estudio. Con respecto al quitosano control en el analisis de reometria, los resultados
muestran que el médulo de pérdida G" es mayor que el médulo de almacenamiento G' en
todo el intervalo de deformacion, lo que indica un comportamiento predominantemente

viscoso del material.

Por otra parte, el quitosano obtenido con tratamiento quimico se observa un
comportamiento predominantemente elastico a bajas deformaciones (G'>G"), con buena
capacidad de recuperacion. La transicién al dominio viscoso ocurre cerca del 6.3% de
deformacién, después de lo cual la estructura se degrada progresivamente. Por Ultimo, el
quitosano por tratamiento enzimético tiene comportamiento completamente viscoso
(G">G") en todo el rango de deformacion. La ausencia de un médulo de almacenamiento
medible indica que el material no retiene estructura elastica, y la energia se disipa

completamente.

El quitosano por tratamiento quimico exhibe la mejor resistencia y recuperacion elastica,
seguido del quitosano control. Por otro lado, el quitosano modificado enziméaticamente
actia mas como un fluido, lo que limita su uso en aplicaciones que requieren integridad

mecanica estructural. Como se menciond anteriormente el tratamiento enzimético, no
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presento propiedades viscoelasticas, ademas de que se observa que es la muestra con el
comportamiento de reometria menos estable, esto esta relacionado con la solubilidad del
mismo, y por lo cual se comporta como un fluido no newtoniano, por lo cual, en la actividad
antimicrobiana, esta permitié y se distribuyd mejor entre las placas de agar mejorando asi
su distribucion. EI método quimico compite con las propiedades y caracteristicas del

quitosano comercial utilizado.
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Figura 21 Comportamiento viscoelastico de los quitosanos

Quitosano control: Sigma-Aldrich 448869, Quitosano quimico: Quitosano obtenido por la harina de grillo
desengrasada por desproteinizacion quimica y decoloracién por hipoclorito de sodio al 1 %, Quitosano
enzimatico: Quitosano obtenido por la harina de grillo desengrasada por desproteinizacion quimica y
decoloracion por hipoclorito de sodio al 1 %.

7.12 Actividad antimicrobiana del quitosano.

El quitosano enzimatico mostré en general mayor eficacia frente a patbgenos como Listeria
innocua, Pseudomonas putida y Bacillus cereus, con areas de inhibicion significativamente
mayores (p<0.05). Si bien el tratamiento enzimético y el control comparten el mismo grado
de desacetilacion, las diferencias se pueden deber a la estructura celular de las bacterias,
ya que el quitosano puede desestabilizar la pared celular y presentar actividad enzimatica
(Guarnieri et al., 2022). Es interesante el mencionar que posiblemente las caracteristicas
reoldgicas del QO-HAD2, con comportamiento fluido, ayudo o funciono de mejor manera

en la actividad antimicrobiana.
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El quitosano quimico también fue altamente efectivo contra Pseudomonas putida,
superando incluso al enziméatico. En contraste, para microorganismos como
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Brochothrix thermosphacta, no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos. En general, se evidencia que el
tipo de quitosano influye de forma variable dependiendo el microorganismo, destacando el
potencial del quitosano enzimatico como una alternativa mas eficaz. Comparando los
resultados con Guarnieri et al. (2022) se obtuvieron resultados similares, tanto para

bacterias Gram-positivas como Gram-negativas.

Tabla 2 Actividad antimicrobiana del quitosano obtenido con diferentes tratamientos.

TRATAMIENTOS

Microorganismo sensible mm de inhibicién/ 100uL de quitosano

QO-HADE?2 QO-c QO-HADQ?2
Vibrio cholerae 0.26 + 0.042 0.24 £ 0.022 0.23 £ 0.032
Staphylococcus aureus 0.62 = 0.002 0.63 £ 0.042 0.61 £0.012
Listeriainnocua 0.98 £ 0.01° 0.66 = 0.062 0.72 £ 0.012
Listeria monocytogenes 0.88 £ 0.012 0.80 + 0.052 0.86 £ 0.032
Listeria spp 0.30 £ 0.012 0.23 £ 0.002 0.20 + 0.042
Enterococcus faecalis 0.67 £ 0.032 0.73 +£0.032 0.58 + 0.02b
E. coli 0.52 +£ 0.01° 0.36 + 0.012 0.33+0.02
Pseudomonas putida 0.92 + 0.08° 0.41 +0.032 1.04 + 0.04b
Bacillus cereus 1.08 + 0.04 0.22 £ 0.042 0.66 = 0.03¢
Pediococcus acidilactici 0.44 £ 0.02° 0.29 + 0.032 0.48 £ 0.01°
Brochothrix thermosphacta | 0.59 + 0.112 0.45 + 0.042 0.44 +0.102
Weissella viridescens 0.68 + 0.052 0.91 +0.332 0.73+0.112

Cada valor se expresa como la media (n) + desviacién estandar; letras diferentes (a-c) indican diferencias
significativas (p<0.05) entre las medias de cada tratamiento por microorganismo. QO-C Quitosano control
Sigma-Aldrich 448869, QO- HADQ2: Quitosano obtenido por la harina de grillo desengrasada por
desproteinizaciéon quimica y decoloracién por hipoclorito de sodio al 1 %, QO- HADEZ2: Quitosano obtenido por

la harina de grillo desengrasada por desproteinizacion quimica y decoloracién por hipoclorito de sodio al 1 %.
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8 Conclusién

De acuerdo con los resultados obtenidos, se logré obtener quitosano a partir de la quitina
obtenida de Acheta domesticus utilizando el tratamiento quimico y enzimatico, lo que
demuestra que este insecto puede considerarse una fuente alternativa a las fuentes
convencionales de este polimero. Las pruebas de caracterizacion confirmaron la calidad
del biopolimero obtenido para ser aplicado en diversas areas como la industria alimentaria
o biomédica, pero son necesarios mas estudios para evaluar las posibles aplicaciones.

9 Perspectivas
e Mejorar la sostenibilidad del proceso

La combinacién de métodos quimicos y enzimaticos permiti6 comparar dos enfoques
complementarios para la obtencién de quitina y quitosano. Esta estrategia no solo buscé
mejorar el rendimiento y la calidad del biopolimero, sino también hacer més eficientes los
recursos utilizados, reduciendo tiempos de procesamiento y el impacto ambiental asociado.

e Potencial en aplicaciones funcionales

El quitosano obtenido mostr6 un elevado grado de desacetilacibn y actividad
antimicrobiana significativa, lo que respalda su viabilidad para diversas aplicaciones, en
los sectores biomédico y alimentario. Esto incluye su uso como recubrimiento activo,

conservante natural y componente en tecnologias de liberacion controlada.
¢ Aprovechamiento de subproductos entomoldgicos

El uso de insectos como fuente alternativa de quitina representa una oportunidad relevante
dentro del enfoque de biorrefineria, ya que permite valorizar residuos derivados de su
produccién industrial. Esta practica contribuye a un modelo mas sostenible, alineado con

la economia circular y la reduccion de desperdicios organicos.
e Validacion estructural del material obtenido

Las diferentes técnicas de caracterizacion aplicadas (como FTIR, SEM y andlisis térmicos)
confirmaron que el quitosano extraido presenta propiedades estructurales adecuadas y
comparables al material comercial, incluso utilizando materia prima no convencional y

procesos mas amigables con el medio ambiente.

e Limitaciones del enfoque enzimatico
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Aunqgue el proceso enzimatico demostrd ser menos agresivo y mas selectivo, su eficacia
se ve limitada por la alta cristalinidad de la quitina, que dificulta el acceso de las enzimas.
Esto sugiere que futuras investigaciones deberan centrarse en optimizar el disefio

enzimatico para incrementar su rendimiento.
e Proyeccion industrial y escalabilidad

Los resultados obtenidos demuestran que es posible desarrollar procesos hibridos que
integren ventajas de ambos métodos evaluados. Esto podria facilitar la transferencia
tecnolégica hacia esquemas productivos mas sostenibles, permitiendo obtener quitosano

con caracteristicas funcionales especificas para su uso en mdultiples industrias.
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11 Anexos

Anexo A. Determinacion del mejor método de desproteinizacion Quimico y
enzimético

Como se muestra en la Figura Al, se llevo a cabo el montaje experimental para la etapa
de desproteinizacion. En este procedimiento se opt6é por emplear una solucién de hidréxido
de sodio (Hidréxido de sodio) a una concentracion de 5N, con un tiempo de reaccién de
dos horas, a 60 °C y bajo agitacién constante. Esta condicién se seleccioné en lugar del
tratamiento con Hidroxido de sodio a 1 N durante 24 horas bajo las mismas condiciones de
temperatura y agitacién, ya que ambos tratamientos no mostraron diferencias significativas
en los resultados obtenidos. Por lo tanto, se eligié el protocolo con Hidroxido de sodioa 5N
por representar una alternativa mas eficiente, al reducir considerablemente el tiempo de

procesamiento y el consumo energético.

10 p

9.2 F
8.8 F

8.4 F

Recuperacién de sélidos (%)

HS1M TRATAMIENTO HS5M

Figura A 1 Montaje de Técnica para la Extraccion Quimica

HS1M Harina de chapulin extraccion quimica con NaOH 1M; HS5M Harina de chapulin extraccién quimica con
NaOH 5M. Cada valor se expresa como la media (n) + desviacion estandar; letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.05) entre medias de cada tratamiento.

En el caso del proceso enzimético (figura A2) los resultados si tuvieron
diferencia significativa y un aumento de los sélidos totales, considerados quitina, las

condiciones de tiempo y temperatura fueron las mismas en estos dos procesos.
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25 F

20 p

10 F

Recuperacion de solidos
=
(9]
>

HSE (30uL) HSE(60pL)

TRATAMIENTO

Figura A 2 Montaje de Técnica para la Extraccién Enzimatica.

HSEE Harina de chapulin extraccion enzimatica 30uL de alcalasa actividad enzimatica 2.98 U/ml (3%
enzima/sustrato). HSEE Harina de chapulin extraccion enzimatica con 60uL de alcalasa (6% enzima/sustrato)
Cada valor se expresa como la media (n) * desviacion estandar; letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.05) entre medias de cada tratamiento.
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Anexo B Andlisis estadistico

Tabla B 1 Anova para la determinacion del mejor método de desproteinizacién enzimatico.

Sumade los Mediade los

Fuente GDL cuadrados  cuadrados F Pr>F
Modelo 1 0.025 0.025 2422.575 <0.0001
Error 5 0.000 0.000
Total
corregido 6 0.025

Tabla B 2 Test Tukey para la determinacién del mejor método de desproteinizacion enzimatico.

Media
Categoria estimada Grupos
30p 0.117 A
60y 0.237 B

Tabla B 3 Anova para la determinacion del mejor método de desproteinizacién quimico.

Sumade los Mediade los

Fuente GDL cuadrados  cuadrados F Pr>F
Modelo 1 0.000 0.000 5.921 0.072
Error 4 0.000 0.000
Total
corregido 5 0.000

Tabla B 4 Test Tukey para la determinacion del mejor método de desproteinizacion quimico.

Media
Categoria estimada Grupos
HADQ1M 0.091 A
HADQ5M 0.096 A
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Tabla B 5 Anova para obtencién de quitina a partir de harina de chapulin a través de cada tratamiento.

Media de
Suma de los los
Fuente GDL cuadrados  cuadrados F Pr>F
Modelo 11 855.2622 77.7511 1089.1206 < 0.0001
Error 24 1.7133 0.0714
Total
corregido 35 856.9756

Tabla B 6 Test Tukey para obtencion de quitina a partir de harina de chapulin a través de cada tratamiento.

Categoria Media estimada Grupos
HSQ2 9.1000 A

HSQ1 9.6333 A B

HSDQ2 9.9000 B C

HSE2 10.5667 CD

HSDP2 10.8000 D

HSP2 10.8000 D

HSDQ1 10.8667 D

HSE1 11.7333 E

HSP1 15.7333 F
HSDP1 18.8667 G
HSDE2 21.4667 H
HSDE1 23.8667 |

Tabla B 7 Anova para obtencién de quitina a partir de harina de grillo a través de cada tratamiento.

Media de
Suma de los los
Fuente GDL cuadrados  cuadrados F Pr>F
Modelo 11  2799.7075 2545189 6941.4236 < 0.0001
Error 24 0.8800 0.0367
Total
corregido 35 2800.5875

Tabla B 8 Test Tukey para obtencion de quitina a partir de harina de grillo a través de cada tratamiento.

Categoria Media estimada Grupos
HADQ?2 9.2333 A
HAQ2 11.3333 B

HADP2 13.9667 C



HAQ1 17.4333 D

HAP2 18.7000 E

HADQ1 18.7667 E

HAP1 19.9667 F

HAE2 23.6333 G

HADP1 28.4000 H

HADE1 32.4000 I
HADE2 34.2333 J
HAE1 37.6333 K

Tabla B 9 Anova para la comparacion entre los tratamientos obtenidos en Grillo y Chapulin de harinas

desengrasadas con decoloracion con hipoclorito de sodio.

Media de
Suma de los los
Fuente GDL cuadrados  cuadrados F Pr>F
Modelo 5 1423.0533 284.6107  4454.7757 < 0.0001
Error 12 0.7667 0.0639
Total
corregido 17 1423.8200

Tabla B 10 Test Tukey para la comparacion entre los tratamientos obtenidos en Grillo y Chapulin de harinas

desengrasadas con decoloracion con hipoclorito de sodio.

Media

Categoria estimada Grupos
ADQ2 9.2333 A
SDQ2 9.9000 A B
SDP2 10.8000 B
ADP2 13.9667 C
SDE2 21.4667 D
ADE?2 34.2333
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Tabla B 11 Anova para la solubilidad quitina (%)

Sumade los Mediade los

Fuente GDL cuadrados  cuadrados F Pr>F
Modelo 1 842.535 842.535 252760.500 <0.0001
Error 4 0.013 0.003
Total
corregido 5 842.548

Tabla B 12 Test Tukey para la solubilidad quitina (%)
Media
Categoria estimada Grupos
HADE2 32.267 A
HADQ2 55.967 B
Tabla B 13 Anova para el rendimiento quitosano
Sumadelos Mediade los
Fuente GDL cuadrados  cuadrados F Pr>F
Modelo 1 7107.042 7107.042 24367.000 <0.0001
Error 4 1.167 0.292
Total
corregido 5 7108.208
Tabla B 14 Test Tukey para el rendimiento de quitosano
Media
Categoria estimada Grupos
QO-HADE2 16.500 A
QO-HADQ2 85.333 B
Tabla B 15 Anova para la solubilidad quitosano (%)
Sumadelos Mediade los
Fuente GDL cuadrados  cuadrados F Pr>F
Modelo 2 2963.029 1481.514  30303.705 <0.0001
Error 6 0.293 0.049
Total
corregido 8 2963.322
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Tabla B 16 Test Tukey para la solubilidad quitosano (%)

Media
Categoria estimada Grupos
QO-HADE2 55.633 A
QO-HADQ2 75.533 B
QO-c 100.000 C

Tabla B 17 Anova de los Grados de desacetilacion de los quitosanos

Sumade los Mediade los

Fuente GDL cuadrados  cuadrados F Pr>F
Modelo 2 235.462 117.731 41715.720 <0.0001
Error 6 0.017 0.003
Total
corregido 8 235.479

Tabla B 18 Test Tukey de los grados de desacetilacién de los quitosanos

Media
Categoria estimada Grupos
Qo-c 61.513 A
QO-HADE2 62.370 B
QO-HADQ2 72.767 C

Tabla B 19 Test Tukey de color (a*) de los quitosanos

Media
Categoria estimada Grupos
QO-c 0.230 A
QO-HADQ2 4.757 B
QO-HADE2 5.157 C
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Tabla B 20 Anova de color (b*) de los quitosanos

Sumade los Mediade los

Fuente GDL cuadrados  cuadrados F Pr>F
Modelo 2 303.857 151.928 139780.693 <0.0001
Error 7 0.008 0.001
Total
corregido 9 303.864

Tabla B 21 Test Tukey de color (b*) de los quitosanos

Media
Categoria  estimada(b) Grupos
QO-c 12.613 A
QO-HADQ2 23.337 B
QO-HADE2 24.337 C
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Anexo C. Congresos y divulgacion cientifica

Latin Food 2024
Carta de aceptacion

Latin Food 2024 (Comida latina 2024) =+ Recibides »

mail. com>

A Organizing Committee <abstr:

pa

g

inglés - espaiol
[ Jse i @

Mostrar version original

Estimado participante,

Nos complace informarle que su resumen PP Il 67 : Comparacion de métodos de extraccion quimica y atica de quitina del
Cada participante podré presentar hasta tres resiimenes.
Las presentaciones orales y en poster en el Congreso y su inclusién en el libro de estd sujeta a la
Seccién de Tarifas.
Las invi para niimeros especiales (Food Research I I, Revista Ciencia UAT y Tecnociencia-Chihuahua) se enviardn a partir del 28 de septiembre.
Mas informacion:
https: 1 food-2024,
Atentamente,
<A
L

Organizing Committee
https://amecamex.mx/

e B

* @ «

. ha sido aceptado como presentacién de péster en Latin Food 2024,

a més tardar el 28 de septiembre de acuerdo al cupo correspondiente descrito en la
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Mexicana de Ciencios de los Alimentos A.C

Comparison of chemical and enzymatic extraction methods of chitin
from the grasshopper Sphenarium purpurascens

Simén-Rodriguez. L.D.", Cruz-Lépez, S.0.", Alvarez-Cisneros, Y.M."

'Universidad Auténoma Metropolitana—Iztapalapa. Departamento de Biotecnologia,
Ciudad de México, México.

Presenting and *corresponding authors: acym@xanum.uam.mx
Abstract

Chitin is one of the most important polysaccharides in living organisms and can be primarily
extracted from crustacean shells [1]. However, insects are an interesting alternative source of
chitin, and their study is increasing within the scientific community [2]. This study aimed to
obtain chitin from grasshopper Sphenarium purpurascens by chemical and enzymatic methods.
The grasshoppers were washed three times with potable water and then dehydrated at 50 °C
for 48 hours. Afterward, they were ground to obtain grasshopper flour (GF). The GF was
defatted with hexane to obtain defatted grasshopper flour (DGF). Subsequently, chitin extraction
was performed using GF and DGF with the following steps: demineralization, deproteinization
(chemical or enzymatic), and decolorization with chloroform: alcohol: water (CAW), or chlorine.
The results indicate that chitin extraction increases after a defatting process. On the other hand,
the lowest concentration of chitin was obtained by the chemical deproteinization method
combined with chlorine decolorization (9.1+0.001%). However, it was observed that chlorine
decolorization decreases chitin yield. Conversely, using DGF in combination with enzymatic
deproteinization and decolorization with the mix CAW resulted in the highest chitin extraction
(23.8+0.001%). Regarding decolorization, the chlorine method improved the physicochemical
characteristics of chitin obtaining higher values of luminosity (L*) (51.16) as well as lower
redness (2*) (0.75) values compared to the other method in this study. In conclusion, a higher
chitin content is obtained using defatted flour with an enzymatic method decolorized with CAW.
These results are a starting point for securing chitosan from a source different from crustaceans.

Keywords: Chitin, Sphenarium purpurascens, chemical extraction, enzymatic extraction.

[1] Vargas-Torres et al., 2017. Scientia Horticulturae, 214, 221-227. [2] Anaya-Esparza et al.,
2022. Periodica Polytechnica Chemical Engineering, 1, 1-15.
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Resumen:

XLVI Encuentro Nacional de la AMIDIQ

COMPARACION DE METODOS DE EXTRACCION QUIMICA Y ENZIMATICA DE
QUITINA Y QUITOSANO A PARTIR DEL GRILLO (4CHETA DOMESTICLS)

Luis David Simén Rodviguez °, Salvador Osvalde Cruz Léper °, Yenizey Merit Alvarez Cisneros®
* Departamento de Biotecnologia, Universidad Auténoma Metropelitana—Iztapalapa. Av. Ferrocarml de San Fafael Atlixco
186, Col. Leyes de Reforma, 1a. Seccion, C.P. 09310, Ciudad de México, Mexico.
* ACYTIE K AN WA TS

Resumen

Este trabajo tuvo como objetivo obtener y caracterizar quitina y quitosano extraido del gnllo dchera
domesticus a partir de diferentes procesos: utilizando hanna desengrasada (HAD) y sin desengrasar (HA);
tres procesos de desprotemizacion: quimico. enzimdtico v pretratanuento (Q. E v P) v dos métodos de
decoloracion: agua: cloroformo: alcohol (1) e hipoclonito de sodio al 1% (2). Los resultados obtenidos
muestran que la quitina obtenida tuvo un rendimiento mayor (37.6 = 0.001 %). por el método HA-E-1. En
cuanto al analisis de color, la muestra HAD-Q-2, presento las mejores caracteristicas de color, muentras
que los pretratamientos tuvieron los resultados menos favorables. Por otra parte, la obtencion de quitosano
a partir de quitina extraida por desproteinizacién quimica v el grado de desacetilacién (DA) fueron
mayores que el método enzimatico.

Palabras clave: Quitina; Quitosano; Acheta domesticus; extraccion enzimatica.

Introduccién

La quitina v el quitosano son biopolimeros con caracteristicas estructurales extensas que pueden alterarse
quimica y mecanicamente para proporcionar caracteristicas, capacidades v usos tmicos [1], sin embargo,
se extrae principalmente de residuos de crustaceos. Por otra parte, los insectos son una fuente alternativa
e interesante de quitina. v su estudio esta aumentando dentro de la comunidad cientifica [2]. Por su parte
el quitosano es un polimero biodegradable, biocompatible, no posee toxicidad y tiene capacidad
antimicrobiana [3]. Este estudio tuvo como obyetivo obtener las condiciones de extraccion de quitina v
quitosano a partir del grillo dcheta domesticus, utilizando métodos quimicos v enzimaticos; asi como
evaluar el porcentaje de solidos totales, colorimetria v grado de desacetilacion (DA) del quitosano.
Metodologia

Los gnllos fueron obtenidos por parte de la empresa [nsect nutrifion de forma deshidratada,
posteriormente se molieron para obtener harina de gnllo (HA). La HA se desgraso con hexano, para
obtener harna de grllo desgrasada (HAD). Posteriormente, se realizo la extraccion de quatina a partir de
las harmas con los sigmentes pasos: desmuneralizacion, desproteinizacion quinnca con NaOH o
enzimaticamente (proteasa) y decoloracién con agua:cloroformo:alechol (1; ACA) o lupoclorto de sodio
al 1% (2). Una vez obtenida la quitina, se realizé la deseacetilacion con NaOH para obtener quitosano, el
cual se neutralizd con agua inyectable hasta llegar a un pH de 7 v se realizé el analisis de rendimuento del
quitosano v el grado de desacetilacion (DA).

Resultados

Los resultados indican que la concentracion mas baja de quitma se obtuve con el método de
desproteinizacion quimica combinado con decoloracién con cloro (9.23 = 0.025 %). Por el contrario, el
uso de HA en combinacién con desproteinizacién enzimatica v decoloracién con ACA resultd en mayores
rendimientos de extraccion de quitina (37.6 = 0.001 %) (Figura 1). En cuanto a la decoloracion, el método
con cloro mejord los parametros de color de la quitina obteniendo valores mas altos de luminosidad (L*,
65.83) asi come valores mas bajos de enrojecimiento (a*. 1.89) en comparacién con la decoloracion ACA
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{(Figura 2). Con respecto a los rendinuentos de quitosano obtenidos a partir de quatina, el tratamiento de
desproteimizacion quimica es mejor que el método enzimatico (Figura 3), asi como para el DA (Figura 4).
Por lo cual se obtiene un mayor rendimiento de quitosano por el tratamiento quimico.
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Conclusion

El mejor método de extraccion para quitina fue el meétodo enzimatico, sin embargo, el mayor rendimiento
de quitosano y el mayor grado de desacetilacion se obtuvo a partir del método quimico. Por ofro lado,
aungue la decoloracion con cloro aumenta l1a luninosidad (L¥), también reduce el reduce el rendinuento.
Este estudio establece una hase para obtener quitosano de fuentes no convencionales como los insectos.
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