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Resumen

Evaluacion de tratamiento térmico de insectos comestibles
(Acheta domesticus, Locusta migratoria y Gryllus assimilis)
utilizando un test comercial de fosfatasa alcalina. El objetivo fue
evaluar la efectividad del tratamiento por calor (pasteurizacion)
en 3 insectos comestibles para la eliminacién de microorganismos
patégenos mediante el método de la Fosfatasa Alcalina. Los
insectos fueron sacrificados por enfriamiento y homogenizados
con agua bidestilada (1:10) en un Stomacher. El liquido fue
pasteurizado durante 10 minutos, cambiando la temperatura cada
5°C y evaluado usando un kit comercial de deteccion de la
fosfatasa alcalina (Lactognost®, Heyl, Hildesheim, Alemania).
La presencia de la enzima fosfatasa alcalina indica que el
tratamiento con calor no fue correcto. Una muestra se considerd
activa cuando mostrd un color azul e inactiva, cuando se observd
un color parduzco. Cuando ocurria un cambio de color, se evalué
la temperatura a cada 1° C escogidos entre el Gltimo resultado
“activo” y el primer “inactivo”, después se evalud el tiempo de
calentamiento. El presente trabajo podria ser importante para que
los gobiernos y organizaciones, tanto nacionales como
internacionales, puedan establecer normas que garanticen la
inocuidad de los insectos comestibles, asi como para que las
empresas y productores puedan comercializarlos.

Insectos, Pasteurizacion, Fosfatasa Alcalina

Abstract

Assessment of heat treatment of edible insects (Acheta
domesticus, Locusta migratoria y Gryllus assimilis) using a
commercial alkaline phosphatase test. The main objective was to
evaluate the effectiveness of heat treatment (pasteurization) in 3
edible insects for the elimination of pathogenic microorganisms
by the Alkaline Phosphatase method. The insects were killed by
freezing and homogenized with double- distilled water (1:10) in a
Stomacher. The liquid was pasteurized during 10 minutes,
changing the temperature every 5°C and analyzed using a
commercial alkaline phosphatase Kkit. (Lactognost®, Heyl,
Hildesheim, Germany). The presence of the alkaline phosphatase
enzyme indicates that the heat treatment was incorrect. A sample
was considered active, when showed a blueish color, and inactive,
when showed a brownish color. Once a color changed occurred,
steps of 1°C were chosen between the last “active” and the first
“inactive” results. Then the time was tested. The present work
could be important to governments and organizations, both
national and international, can establish norms that guarantee the
safety of edible insects, as well as so that companies and
producers can commercialize them.
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Introduccion

El consumo de insectos (entomofagia) como
fuente de proteina es una de las acciones que esta
promoviendo la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) en varios paises. La entomofagia puede
ser promovida principalmente por 3 razones:

Factores socioeconomicos y culturales: La
recoleccion o crianza de insectos es una opcion
de inversion de baja tecnologia y bajo capital que
ofrece una entrada hasta los sectores mas pobres
de las sociedades, también ofrece oportunidades
tanto al sector rural como al urbano.

Salud: Los insectos son alternativas
saludables y nutritivas a las carnes tradicionales
como pollo, cerdo, res y hasta el pescado
(capturado en océano). Muchos insectos son ricos
en proteinas y grasas buenas y altos en calcio,
hierro y zinc. Ademas, los insectos forman parte
de muchas dietas regionales y nacionales.

En la tabla siguiente se agrupan la
cantidad de los principales nutrientes de las tres
especies utilizadas en el presente trabajo:

Insecto Energia |Proteina Grasa Cenizas
(keal) (9) (9) (9)

Acheta 165.54 [20.119 |4.278 |1.767

domesticus

Locusta 157.81 [20.119 |5.766 |[1.24

migratoria

Gryllus 19.7985 |11.457 |1.4281

assimilis

Tabla 1 Comparacién de la composicidn nutricional de las
especies que se utilizaron en este estudio. FAQ, 2017

Impacto ambiental: El incremento en la
deforestacion, la intensificacion de la agricultura,
y la contaminaciéon ambiental amenazan el
planeta, mientras que altas demandas y el
incremento de los precios podria llevar a la
sobreexplotacion. Los insectos promovidos como
alimentos emiten considerablemente menos
gases de efecto invernadero que la mayoria del
ganado. Las emisiones de amoniaco asociadas a
la crianza de insectos también son mucho
menores que las relacionadas con el ganado
convencional. Debido a que son de sangre fria,
son muy eficientes para convertir el alimento en
proteina (los grillos, por ejemplo, necesitan doce
veces menos alimento que el ganado bovino,
cuatro veces menos que el ganado ovino, y la
mitad que lo que necesitan cerdos y aves para
producir la misma cantidad de proteina).
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También pueden ser alimentados con
residuos organicos. Por otra parte, los insectos
forman parte de las dietas tradicionales de por lo
menos 2 mil millones de personas en el mundo y
se consumen de un modo habitual en 102 paises
del mundo de los cinco continentes. Se calcula
que se consumen méas de 1900 especies de
insectos, siendo América el continente donde
mayor nimero de especies se consumen con 699,
ademas México es el pais de América con mayor
namero de especies que se consumen con 415.

Métodos de procesamiento térmico de los
alimentos

Hay dos tipos principales de categorias
empleadas en el procesamiento térmico:
Pasteurizacion y Esterilizacion. El propoésito
basico del procesamiento térmico de los
alimentos es reducir o destruir la actividad
microbiana, reducir o destruir la actividad
enzimatica y producir cambios fisico o quimicos
para hacer que los alimentos lleguen a un cierto
estandar de calidad.

Pasteurizacion: La pasteurizacion es un
tratamiento térmico de minimo procesamiento en
donde el alimento es calentado a <100°C. Como
una operacion unitaria en el procesamiento de los
alimentos puede ser usado para destruir las
enzimas y microorganismo relativamente
sensibles al calor.

Esterilizacion: EIl objetivo principal de la
esterilizacion es la destruccion de todas bacterias
incluidas sus esporas. El tratamiento térmico de
esos productos necesita ser lo suficientemente
severo para inactivar /matar la mayoria de los
microorganismos resistentes al calor, que son las
esporas de Bacillus y Clostridium.

La enzima fosfatasa alcalina en la naturaleza
y en los insectos

La fosfatasa alcalina se da extensamente en la
naturaleza, y se encuentra en muchos organismos
desde bacterias al humano. Con algunas
excepciones, las fosfatasas alcalinas son enzimas
homodiméricas y cada sitio catalitico contiene
tres iones de metal necesariamente para la
actividad enzimatica. Estas propiedades, sin
embargo, difieren notablemente entre las
diferentes AP isoenzimas de los mamiferos y
tienden a reflejar funciones in vivo muy
diferentes.
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Estas enzimas esta incluidas en procesos
bioquimicos fundamentales. La fosfatasa alcalina
en una variedad de organismos indica
propiedades comunes en reacciones hidrolasa/
transferasa, estructura dimerica, actividad
dependiente de ZN 2+ y Mg 2 + y secuencias de
aminodcidos idénticas alrededor del sitio activo.

Se ha encontrado presencia de la enzima
fosfatasa alcalina se encontr6 en grillos,
langostas, abejas, algunas polillas, y en algunos
escarabajos. De los insectos utilizados en este
trabajo se encontraron reportes de la presencia de
fosfatasa en la hemolinfa del grillo domestico
Acheta domesticus y en algunos 6rganos de la
langosta migratoria Locusta migratoria.

Prueba de fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina esta presente en la leche
cruda y es progresivamente inactivada por
calentamiento a temperaturas superiores a 60°C.
Por ello debe estar ausente en una leche
correctamente pasteurizada. EI método de la
Fosfatasa Alcalina ha sido adoptado por muchos
paises como la prueba estandar para la rapida
validacion del proceso de pasteurizacion de la
leche. La premisa del test de fosfatasa alcalina se
basa en las caracteristicas de inactivacion térmica
de la enzima enddgena de la fosfatasa alcalina de
la leche. En resumen, la Fosfatasa Alcalina es
ligeramente mas resistente a la inactivacion
térmica que los patégenos  bacterianos
(especificamente Coxiella burnetti y
Mycobacterium tuberculosis); por consiguiente,
si la actividad de la fosfatasa alcalina es
enormemente reducida, se puede inferir que los
patdgenos bacterianos se reducen y los
requerimientos  térmicos legales para la
pasteurizacién se cumplen.

Las pruebas empleadas para detectar la
actividad de la fosfatasa alcalina se pueden
clasificar en forma general en cuatro tipos:
método colorimétrico, fluorimétrico,
quimioluminiscencia e inmunoquimico. En el
presente trabajo se utilizd un kit comercial
colorimétrico de la prueba para encontrar la
presencia de fosfatasa alcalina en leche. La
mayoria de los test colorimétricos actuales se
basan en el primer test de fosfatasa alcalina. En
este test, el fenol es liberado desde el sustrato
fenil fosfato disodico y reacciona con un reactivo
formador de color.
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Metodologia a desarrollar

El presente estudio se realizo en el laboratorio del
Instituto de Calidad e Inocuidad de Alimentos de
la Fundacion Universidad de Medicina
Veterinaria de Hannover, Alemania.

Obtencion de las muestras

Las tres especies de insectos comestibles
seleccionadas se obtuvieron de una tienda de
mascotas local. Los insectos se almacenaron en
recipientes de plastico y se sacrificaron por
enfriamiento a una temperatura de -18° C por 24
horas. Posteriormente se lavaron los insectos, se
pesaron hasta obtener una muestra de 25 gramos,
se obtuvo una dilucion de 1:10 con agua
bidestilada y se homogenizo en el Stomacher®
por 2 minutos a una velocidad de 200 rpm.

Método de prueba

Se tomo la temperatura y se colocé en dos tubos
de ensayo un ml de la muestra en cada uno, el
primero se utilizé como control y el segundo se
puso a prueba variando temperatura y tiempo en
bafio Maria; se empezé con 10° C por 10 minutos
y se subid la temperatura cada 5 grados hasta
obtener un resultado negativo con la prueba de
fosfatasa alcalina de Lactognost® (Heyl,
Hildesheim, Alemania.), después se hicieron
variaciones de 1°C entre el ultimo resultado
positivo y el primer negativo, y posteriormente se
cambid el tiempo de calentamiento.

Método de analisis

Como comprobacion se utilizo el test comercial
de fosfatasa alcalina para leche de Lactognost® y
se siguieron las instrucciones del fabricante. Se
colocaron en un tubo de ensayo 10 mL de agua
destilada, se le afadi6 wuna pastilla de
Lactognost® 1y otra de Lactognost® II, se tapo
el tubo y se agito hasta la completa disolucion. A
continuacion, se afiadieron 1 mL de la muestra de
insecto al tubo de ensayo y se incubo a 37° C en
bafio maria por una hora. Seguidamente, se
agregd una cucharadita dosificadora de
Lactognost® Il1, se agito y se incubo durante 10
minutos a la misma temperatura comprobando el
resultado.
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Lectura de resultado

La lectura de resultado se obtuvo comparando el
color de las muestras con el color de los posibles
resultados que sefiala el fabricante del test, siendo
tres las posibilidades:

— Color café: prueba negativa, ausencia de
fosfatasa alcalina.

—  Color verde: prueba parcialmente positiva,
débil presencia de laenzima.

— Color azul: prueba positiva, presencia de
enzima.

Grados de color

0 1 2

negativo débilmente positivo muy positivo

Figura 1 Interpretacion de la lectura de resultados de la
prueba Lactognost®. Lactognost®, Heyl, Hildesheim,
Alemania

Esta metodologia se aplicé a las 3 especies
de insectos seleccionadas de manera individual

Resultados

La prueba de la fosfatasa alcalina (FA) es
utilizada para evaluar la efectividad de la
pasteurizacién. EI método es cualitativo y se basa
en evidenciar la presencia de la enzima mediante
el desarrollo de una reaccion colorimétrica.
Cuando el método de pasterurizacion es aplicado,
se destruye la enzima, no apareciendo color en
los 30 segundos siguientes al desarrollo de la
reaccion. En las muestras de insectos, la reaccion
positiva a la fosfatasa alcalina (indica presencia)
mostro una coloracion azul, azulosa o verdosa.

La reaccion negativa fue de color cafesoso,
del mismo modo que cuando se aplica en
muestras de leche y calostro. La pasteurizacion es
un método cuyo objetivo es eliminar patdgenos,
particularmente enterobacterias, en los alimentos
y es utilizado como método de rutina en el
procesamiento de la leche.
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Este método se llevd a cabo en el presente
trabajo y se utilizaron 25 gramos de insectos a
una dilucion 1:10 y los resultados mostraron que
la fosfatasa alcalina de las especies grillo del
campo jamaicano (Gryllus assimilis) y grillo
doméstico (Acheta domesticus) se inactivo a una
temperatura de 75°C aplicada en un tiempo de
entre 10 a 15 minutos. Esto coincide con los
resultados de pausterizacion usadas en otros
alimentos. En la especie langosta migratoria
(Locusta migratoria) se aplicaron temperaturas
mayores a 80°C por 20 minutos y aun daba
resultados positivos, indicando esto presencia de
la enzimay la no pasteurizacion

Con la finalidad de graficar los resultados,
se procedio a otorgar valores numéricos a las
categorias positivo= 2, parcialmente positivo = 1
y negativo = -1.

Resultado Significado Color Valor

Positivo. No pasteurizacion | Tonos 2
azules

Presencia de la

enzima

Parcialmente positivo | No pasteurizacion | Tonos 1
verdes

Presencia de la

enzima

Negativo Pasteurizacion Tonos -2
cafés

No presencia de la

enzima

Tabla 3 Valores numéricos relacionados con la presencia
de enzima y el color de los resultados de la prueba fosfatasa
alcalina. Lactognost®, Heyl, Hildesheim, Alemania.

Resultados obtenidos en las muestras del grillo
doméstico (Acheta domesticus)
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Grafico 1 Proceso de pasteurizacion aplicado a el grillo
domeéstico (Acheta domesticus) a temperaturas de 18°C a
80°C por 10 minutos
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Grafico 2 Proceso de pasteurizacion aplicado a el grillo
domeéstico (Acheta domesticus) a temperaturas de 71°C a
79°C por 10 minutos
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Grafico 3 Proceso de pasteurizacion aplicado al grillo
doméstico (Acheta domesticus) a temperaturas de 71 a

79°C por 10 minutos.

arcialmentes
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b

Figura 2 Reaccion colorimétrica del método de la fosfatasa
alcalina en grillo doméstico (Acheta domesticus) a 75°C
por 5 minutos (reaccion positiva), 10 minutos (reaccién
parcialmente positiva) y 15 minutos (reaccion negativa)

Resultados obtenidos en las muestras del grillo
del campo jamaicano (Gryllus assimilis)
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Grafico 4 Proceso de pasteurizacion aplicado a el grillo
comun (Gryllus assimilis) a temperaturas de 18°C a 75°C
por 10 minutos
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Grafico 5 Proceso de pasteurizacion aplicado a el grillo
comun (Gryllus assimilis) a temperaturas de 70°C a 75°C
por 10 minutos
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Gréfico 6 Proceso de pasteurizacion aplicado a el grillo
comun (Gryllus assimilis) a temperatura de 75°C de 7 a 15
minutos

Figura 3 Reaccion colorimétrica del método de la fosfatasa
alcalina en grillo coman (Gryllus assimilis) a 75°C de 7 a
12 minutos (reacciones parcialmente positivas) y de 13 a
15 minutos (reacciones negativas)

Resultados obtenidos en las muestras de la
langosta migratoria (Locusta migratoria)
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Gréfico 7 Proceso de pasteurizacion aplicado a la langosta
migratoria (Locusta migratoria) a temperaturas de 18°C a
80°C por 10 minutos
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Graéfico 8 Proceso de pasteurizacion aplicado a la langosta
migratoria (Locusta migratoria) a temperaturas de 20°C a
80°C por 15 minutos
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Gréfico 9 Proceso de pasteurizacion aplicado a la langosta
migratoria (Locusta migratoria) a temperaturas de 20°C a
80°C por 20 minutos

Figura 4 Reaccidn colorimétrica del método de la fosfatasa
alcalina en la langosta migratoria (Locusta migratoria) a
80°C por 10 minutos (reaccion parcialmente positiva)
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Conclusiones

La prueba de fosfatasa alcalina resulto ser una
herramienta eficaz para evaluar la pasteurizacion
en dos de las tres especies utilizadas en este
trabajo. Se comprobo que se puede usar la prueba
de fosfatasa alcalina disefiada para la leche como
una opcion econémica y relativamente oportuna.
Sin embargo, los resultados con respecto a las
combinaciones de temperatura-tiempo son
especificos para cada especie de insecto.

No se obtuvo un resultado negativo en
Locusta migratoria a fosfatasa alcalina por lo que
son necesarios mas estudios. Es necesario
comprobar la eficacia de este método al hacer un
analisis microbioldgico y fisicoquimico de los
insectos pasteurizados a estas combinaciones de
tiempo y temperatura.
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