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METODO DE TRATAMIENTO DE INSECTOS QUE COMPRENDE LA SEPARACION DE CUTICULAS
DE LA PARTE BLANDA DE LOS INSECTOS CON LA AYUDA DE UN SEPARADOR DE BANDA

La presente invencion se refiere a un método de tratamiento de insectos. La invencion se refiere
también a polvos, en particular a un polvo susceptible de obtenerse mediante el método de tratamiento
de insectos de acuerdo con la invencién, y el uso de estos polvos en la alimentacion, particularmente en
la alimentacion animal.

Los polvos preparados a partir de animales se utilizan durante mucho tiempo en la alimentacién
animal.

Uno de los polvos mas utilizados es la harina de pescado que representa una de las principales
fuentes de proteinas en la alimentacidén animal. La harina de pescado es muy rica en proteinas animales
(rica en aminoacidos tipo lisina y metionina) faciles de digerir. Una creciente demanda acompanada de
una oferta limitada ha resultado, en particular, en un aumento significativo de su precio. Por lo tanto,
existe una fuerte demanda de fuentes alternativas de proteinas de alta calidad y, en la medida de lo
posible, de proteinas renovables que podrian utilizarse en la alimentacién animal.

En los ultimos afos, se ha propuesto utilizar harinas preparadas a partir de insectos como
sustituto de la harina de pescado.

Las harinas de insectos ofrecen fuentes de proteinas naturales para el reemplazo y la posibilidad
de produccién en masa con una huella ecolégica minima. Particularmente, algunos coleodpteros tales
como Tenebrio molitor, tienen la ventaja de ser adecuados para la produccién en masa intensiva.

A modo de ejemplo, la solicitud W0O2016/108037 describe particularmente un polvo de
coledpteros que contiene al menos 67% en peso de proteinas y al menos 5% en peso de quitina, que
puede usarse en la alimentacién animal.

Para los fines de la presente solicitud, “quitina” significa cualquier tipo de derivado de la quitina,
es decir, de un derivado de polisacaridos que comprende unidades N-acetil-glucosamina y unidades D-
glucosaminas, particularmente copolimeros de quitina-polipéptidos (a veces denominados como
“compuesto de quitina-polipéptidos”). Estos copolimeros también pueden estar asociados con pigmentos,
a menudo de tipo melanina.

La quitina es el segundo polimero mas sintetizado en el mundo después de la celulosa. En
efecto, la quitina se sintetiza por muchas especies del mundo vivo: constituye en parte del exoesqueleto
de los crustaceos y de los insectos y la pared lateral que rodea y protege a los hongos. Mas
particularmente, en los insectos, la quitina constituye de esta manera de 3 % a 60 % de su exoesqueleto.

Sin embargo, la quitina se considera generalmente como un compuesto dificil de digerir por
ciertos animales.

Por lo tanto, existe la necesidad de polvos preparados de insectos que tengan un contenido
reducido de quitina.

El trabajo de los inventores hizo posible demostrar que era posible obtener tales polvos, cuando

los insectos a partir de los que se preparan estos polvos se sometieron a un tratamiento especifico.
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El trabajo de los inventores hizo posible demostrar que era posible obtener tales polvos, cuando
los insectos a partir de los que se preparan estos polvos se sometieron a un tratamiento especifico.

La invencion se refiere a un método de tratamiento de insectos que comprende la separacion de
cuticulas de la parte blanda de los insectos, en el que la separacion se realiza con la ayuda de un
separador de banda.

Por “insectos”, se entiende insectos en cualquier etapa de desarrollo, como adulto, larva o un
pupa.

La cuticula es la capa externa (0 exoesqueleto) secretada por laepidermis de los insectos. Por lo
general, esta formada de tres capas : la epicuticula, la exocuticula y la endocuticula.

Por “parte blanda”, se entiende la carne (que incluye los musculos y las visceras) y el jugo
(incluidos particularmente los liquidos biolégicos, el agua y la hemolinfa) de los insectos. En particular, la
parte blanda no consiste en el jugo de los insectos.

Ventajosamente, los insectos utilizados en el método de acuerdo con la invencién estan en una
etapa larvaria.

Preferiblemente, los insectos utilizados en el método de acuerdo con la invencién son
comestibles.

Ventajosamente, los insectos preferidos para llevar a cabo el método de acuerdo con la invencién
son, por ejemplo, coledpteros, dipteros, lepidopteros, isépteros, ortdpteros, himendpteros, blatopteros,
hemipteros, heterdpteros, efemerdpteros y mecopteros, preferiblemente, coledpteros, dipteros,
ortépteros, lepidépteros o sus mezclas, ain mas preferiblemente coledpteros.

Los coleopteros utilizados preferiblemente en el método de acuerdo con la invencion pertenecen
a las familias Tenebrionidae, Melolonthidae , Dermestidae, Coccinellidae, Cerambycidae, Carabidae,
Buprestidae, Cetoniidae, Dryophthoridae, o mezclas de las mismas.

Mas preferiblemente, se trata de los siguientes coledpteros: Tenebrio molitor, Alphitobius
diaperinus, Zophobas morio, Tenebrio obscurus, Tribolium castaneum y Rhynchophorus ferrugineus, o
sus mezclas.

Por “separador de banda” se entiende un dispositivo para separar la parte sélida de la parte
blanda de un producto y que comprende una banda de sujeciéon (o banda de presién) y un tambor
perforado.

La separacion de cuticulas de la parte blanda de los insectos se describe mas detalladamente en
la etapa 2 del método detallado de tratamiento de insectos de acuerdo con la invencién a continuacion.

Esta separacion de cuticulas de la parte blanda del insecto permite en particular separar la quitina
de la parte blanda. En efecto, las cuticulas obtenidas al final de esta etapa de separacién tienen un alto
contenido de quitina del orden de 10 % a 30 % en peso del peso total de las cuticulas, como se indica a
continuacion.

Particularmente, la etapa de separacion de cuticulas de la parte blanda se lleva a cabo sin
ninguna etapa previa de moler los insectos, particularmente en forma de particulas.

El método de tratamiento de insectos de acuerdo con la invencion puede comprender ademas
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una etapa de maduracion de la parte blanda de los insectos.

Por “etapa de maduracién de la parte blanda de los insectos”, se entiende mas particularmente
una etapa durante la cual la parte blanda de los insectos se somete a agitacion.

Esta etapa se describe mas detalladamente en la etapa 3 del método detallado de tratamiento de
insectos de acuerdo con la invencion a continuacion.

El método de tratamiento de insectos de acuerdo con la invencién puede comprender:

- una etapa de separacion de cuticulas de la parte blanda de los insectos, en la que la separacion
se realiza con la ayuda de un separador de banda, y

- una etapa de maduracién de la parte blanda de los insectos, dicha etapa se realiza sin dilucion
alguna de la parte blanda de los insectos en un solvente.

Preferiblemente, el método de tratamiento de insectos de acuerdo con la invencion comprende
una etapa de separacion de la parte blanda de los insectos en una fraccion oleosa, una fraccién soélida y
una fraccioén acuosa.

La fraccion oleosa tiene un contenido de lipidos mayor o igual a 90 %, preferiblemente mayor o
igual a 95 %, aun mas preferiblemente mayor o igual a 99% en peso con respecto al peso total de la
fraccion oleosa.

Cabe sefialar que en el contexto de la presente solicitud, y salvo que se indique lo contrario, los
intervalos de valores indicados son inclusivos.

La fraccioén sdlida tiene un contenido de materia seca entre 45 % y 65 % en peso con respecto al
peso total de la fraccidn sélida.

La fraccién acuosa tiene un contenido de carbohidratos comprendido entre 15 % y 40 % en peso,
preferiblemente entre 20 % y 30 % en peso con respecto al peso seco total de la fraccién acuosa.

Al final de la etapa de separacién de la parte blanda, y antes de su concentracion, la fraccion
acuosa tiene un contenido de materia seca menor o igual a 20 % en peso, preferiblemente menor o igual
a 15% en peso del peso total de la fraccion acuosa.

Asimismo, la separacion de la parte blanda de los insectos en una fraccion oleosa, una fraccioén
sélida y una fraccion acuosa se describe mas detalladamente en la etapa 4 del método detallado de
tratamiento de insectos de acuerdo con la invencion a continuacién.

El método de tratamiento de insectos de acuerdo con la invencion puede comprender una etapa
de sacrificio antes de la etapa de separacion de las cuticulas de la parte blanda.

Ventajosamente, después de la etapa 1 de sacrificio, los insectos se usan directamente para la
implementacion de la etapa 2 de separacién de cuticulas de la parte blanda de los insectos, es decir, que
los insectos no se someten a tratamiento alguno, como molienda, congelacidén o deshidratacion entre la
etapa 1y la etapa 2.

Esta etapa de sacrificio se describe mas detalladamente en la etapa 1 del método detallado de
tratamiento de insectos de acuerdo con la invencion a continuacion.

Opcionalmente, el método de tratamiento de insectos de acuerdo con la invencion comprende,

después de la separacion de la parte blanda en una fraccion oleosa, una fraccion sélida y una fraccion
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acuosa, una etapa de concentraciéon de la fraccibn acuosa, para obtener una fraccién acuosa
concentrada.

Esta etapa se describe mas detalladamente en la etapa 5 del método detallado de tratamiento de
insectos de acuerdo con la invencién a continuacion.

Opcionalmente, el método de tratamiento de insectos de acuerdo con la invencién comprende,
entre otros, una etapa de mezclado de la fraccion solida:

- con todo o parte de la fraccidon acuosa concentrada; y/o

- todo o parte de las cuticulas,

para obtener una mezcla.

Esta etapa se describe mas detalladamente en la etapa 6 del método detallado de tratamiento de
insectos de acuerdo con la invencién a continuacion.

Preferiblemente, el método de tratamiento de insectos de acuerdo con la invencion comprende
una etapa de secado de la fraccion sdélida o de mezclado para obtener una fraccion sélida seca o una
mezcla seca.

Esta etapa se describe mas detalladamente en la etapa 7 del método detallado de tratamiento de
insectos de acuerdo con la invencién a continuacion.

Preferiblemente, el método de tratamiento de insectos de acuerdo con la invencidon comprende,
entre otros, una etapa de triturado de la fraccién sélida seca o de mezcla seca.

Esta etapa se describe mas detalladamente en la etapa 8 del método detallado de tratamiento de
insectos de acuerdo con la invencién a continuacion.

Mas particularmente, el método de acuerdo con la invencion se lleva a cabo sin que sea
necesario agregar un solvente, tal como agua. Particularmente, la dilucion de la parte blanda no se
realiza durante el método de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con una modalidad preferida del método de tratamiento de insectos de acuerdo con
la invencién, este es un método para preparar un polvo y especialmente un polvo de insectos, y
comprende las siguientes etapas:

i) sacrificio de los insectos;

ii) la separacién de las cuticulas de la parte blanda de los insectos;

i)  opcionalmente, la maduracion de la parte blanda de los insectos;

iv) la separacion de la parte blanda de los insectos en una fraccion soélida, una fraccién acuosa
y una fraccion oleosa;

V) opcionalmente, la concentracién de la fraccién acuosa para obtener una fraccion acuosa
concentrada;

Vi) opcionalmente, el mezclado de la fraccidén acuosa concentrada y/o de las cuticulas con la
fraccion solida para obtener una mezcla;

vii) el secado de la fraccion solida obtenida en la etapa iv) o de la mezcla obtenida en la etapa
vi) para obtener una fraccion sdlida seca o una mezcla seca; y

viii)  la molienda de la fraccién sélida seca o de la mezcla seca obtenida en la etapa vii).
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Método detallado de tratamiento de los insectos de acuerdo con la invencién

. Etapa 1: Sacrificio de los insectos

Esta etapa 1 de sacrificio se puede realizar ventajosamente por choque térmico, como ebullicién
o blanqueo. Esta etapa 1 permite sacrificar a los insectos mientras se reduce la carga microbiana
(redeuciendo el riesgo de degradacion y sanitario) y se inactivan las enzimas propias de los insectos que
pueden desencadenar una autolisis y, por lo tanto, un rapido pardeamiento de los mismos.

Para el escaldado, los insectos, preferiblemente las larvas, se escaldan con agua durante 2
minutos a 20 minutos, preferiblemente, de 5 minutos a 15 minutos. Preferiblemente, el agua se encuentra
a una temperatura comprendida entre 87 °C a 100 °C, preferiblemente de 92 °C a 95 °C.

La cantidad de agua introducida durante el escaldado se determina de la siguiente manera: la
relacidn entre el volumen de agua en mL y el peso en g de insecto es preferiblemente entre 0.3 y 10, mas
preferiblemente entre 0.5 y 5, aun mas preferiblemente entre 0.7 y 3, aun mas preferiblemente de 1.

Para el blanqueamiento, los insectos, preferiblemente las larvas, se blanquean con agua o vapor
(boquillas o lecho de vapor) a una temperatura comprendida entre 80 °C y 105 °C, preferiblemente entre
87 °C y 105 °C, mas preferiblemente entre 95 °C y 100 °C, aun mas preferiblemente 98 °C o con agua a
una temperatura comprendida entre 90 °C y 100 °C, preferiblemente entre 92 °C y 95 °C (por boquillas de
pulverizaciéon) o en modo mixto (agua + vapor) a una temperatura comprendida entre 80 °C y 130 °C,
preferiblemente entre 90 °C y 120 °C, mas preferiblemente entre 95 °C y 105 °C, adn mas
preferiblemente 98°C. Cuando los insectos se blanquean solo con vapor, el blanqueo se lleva a cabo
ventajosamente en blanqueadores de vapor de circulaciéon forzada (“formaciéon forzada de vapor”). El
tiempo de permanencia en el cuarto de blanqueo estda comprendido entre 5 segundos y 15 minutos,
preferiblemente entre 1 minuto y 7 minutos.

Ventajosamente, después de la etapa 1 de sacrificio, los insectos se usan directamente para la
implementacion de la etapa 2 de separacion de cuticulas de la parte blanda de los insectos, es decir, que
los insectos no se someten a tratamiento alguno, como molienda, congelacion o deshidratacion entre la
etapa 1y la etapa 2.

« [Etapa 2: Separacidn de cuticulas de la parte blanda de los insectos

Esta etapa se realiza con la ayuda de un separador de banda y tiene como objetivo separar las
cuticulas de la parte blanda de los insectos.

A modo de ejemplo, un separador de banda puede comprender una banda de sujecién y un
tambor perforado, la banda de sujecioén rodea al menos una parte del tambor perforado.

La banda de sujecion permite el aporte y aplicacion de los insectos contra el tambor perforado
para presionar la parte blanda de los insectos a través de las perforaciones del tambor, mientras que las
cuticulas de los insectos permanecen fuera del tambor.

Las cuticulas se pueden recuperar posteriormente utilizando un cuchillo raspador.

A modo de ejemplo, se pueden citar los separadores de banda que provienen de la compafiia
Baader, como los separadores de banda 601 a 607 (“separador de intervalo 601 a 607), o también los
separadores de banda SEPAmatic® de BFD Corporation (intervalo 410 a 4,000V).
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Ventajosamente, el diametro de las perforaciones del tambor esta comprendido entre 0.5 y 3 mm,
preferiblemente entre 1 y 2 mm.

Con respecto a la presion, el técnico en la materia puede determinar la presién a ejercer para la
separacion de las cuticulas de la parte blanda de los insectos.

Esta etapa de separacion de insectos difiere de un prensado clasico que se puede realizar, por
ejemplo, con una prensa de un solo tornillo o de dos tornillos, ya que permite una separacion (neta) de la
parte blanda y de las cuticulas de los insectos y no una separacion de un jugo de una fraccion sdlida.

Las cuticulas obtenidas en la etapa 2 comprenden entre 10 % y 30 %, preferiblemente entre 15 %
y 25 % en peso de quitina con respecto al peso seco total de las cuticulas.

La determinacion del contenido de quitina se realiza por extraccién de la misma.

La determinacién del contenido de quitina se realiza por extraccion de la misma. Por ejemplo, un
método para determinar el nivel de quitina que se puede usar es el método ADAC 991.43.

Ademas, las cuticulas comprenden menos de 25 %, preferiblemente menos de 10 %, mas
preferiblemente menos de 5 %, aun mas preferiblemente menos de 3 % en peso de lipidos con respecto
al peso seco total de las cuticulas.

Los métodos de determinacién del contenido de materia grasa (lipidos) son bien conocidos por el
técnico en la materia. A modo de ejemplo y de manera preferida, la determinacion de este contenido se
llevara a cabo de acuerdo con el método del reglamento CE 152/2009.

A lo largo de la solicitud, cuando no se especifica una fecha para un reglamento, norma o
directiva, se considera que es el reglamento, norma o directiva vigente en la fecha de presentacion.

Entre otros, las cuticulas que contienen entre 55 % y 90 %, ventajosamente entre 60 % y 85 %,
preferiblemente entre 65 % y 80 % en peso de proteinas del peso seco total de cuticulas.

En el marco de la presente solicitud, por “proteinas” se refiere a la cantidad de proteinas crudas.
La cuantificacién de las proteinas crudas es bien conocida por el técnico en la materia. A modo de
ejemplo, se puede citar el método Dumas o el método Kjeldahl. Preferiblemente, se utiliza el método
Kjeldahl.

Cabe senalar, sin embargo, que este método se basa en medir el contenido de nitrégeno total. La
quitina tiene un contenido de nitrégeno de un nivel de 8 %. Por consiguiente, el contenido de nitrégeno de
la quitina se dedujo del contenido de nitrégeno medido antes de la conversién para obtener el contenido
de proteina.

Las cuticulas contienen entre 0.5 % y 30 %, ventajosamente entre 1 % y 20 %, preferiblemente
entre 5 % y 15 % en peso de carbohidratos con respecto al peso seco total de cuticulas.

El contenido de carbohidratos se calculé por diferencia. De acuerdo con este método, el
contenido de carbohidratos es igual al contenido de materia seca al que se le resta el contenido de
cenizas, proteinas y lipidos.

Entre otros, las cuticulas comprenden preferiblemente al menos 0.08 % en peso, mas
preferiblemente al menos 0.1% en peso, aun mas preferiblemente al menos 0.12 % en peso de trehalosa

en peso seco total de cuticulas.
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La cantidad de trehalosa se determina mediante el analisis por GC-MS. Este analisis se describe
mas detalladamente en el Ejemplo 1 a continuacion.
La parte blanda obtenida en la etapa 2 contiene entre 20 % y 50 % en peso de lipidos,
preferiblemente entre 30 % y 40 % en peso de lipidos del peso seco total de la parte blanda.
Entre ofros, la parte blanda contiene al menos 45 %, preferiblemente al menos 48 %, mas
preferiblemente al menos 50 % en peso de proteinas con respecto al peso seco total de la parte blanda.
o Etapa 3; Maduracioén de la parte blanda de los insectos

La parte blanda de los insectos se somete a agitacién, opcionalmente en un tanque.

Ventajosamente, la maduracién se lleva a cabo durante un periodo de entre 15 minutos y 3
horas, preferiblemente durante 1 hora.

Ventajosamente, la maduracién se lleva a cabo a una temperatura entre 65 °C y 100 °C,
preferiblemente entre 85 °C y 100 °C, mas preferiblemente a una temperatura de alrededor de 90 °C.

Este paso permite facilitar la separacion de la parte blanda de los insectos en la etapa 4 a
continuacion.

Preferiblemente, el método de acuerdo con la invencidon comprende una tal etapa.

Particularmente, en esta etapa no es necesaria la dilucion de la parte blanda de los insectos en
un solvente como el agua.

Ventajosamente, esta etapa de maduraciéon es inmediatamente seguida de la etapa de
separacion de la parte blanda en una fraccion sdlida, una fraccion acuosa y una fraccién oleosa.

Particularmente, no es necesaria una etapa de dilucién adicional en un solvente como el agua y/o
el calentamiento para efectuar la separacion en tres fracciones.

Por el contrario, como se muestra en el Ejemplo 3, este paso de dilucion tiene el efecto de:

- evitar una buena separacion de las tres fracciones (sélida, acuosa y aceitosa),

- degradar las propiedades de las tres fracciones y

- generar los costos significativamente mas altos.

. Etapa 4: Separacion de la parte blanda en una fraccion sdélida, una fracciéon acuosa

y una fraccion oleosa

Esta etapa tiene como objetivo extraer las tres fracciones a partir de la parte blanda de los
insectos, obtenida en la etapa 2 o 3, es decir una fraccion sélida, una fracciéon acuosa y una fraccién
oleosa.

De acuerdo con una primera modalidad, esta etapa de separacién de la parte blanda se realiza
en dos etapas secundarias.

En la primera etapa secundaria, la parte blanda de los insectos se somete a una decantacién con
la ayuda de un decantador de 2 fases, para obtener una fraccién sélida y una fraccion liquida.

En la segunda etapa secundaria, la fraccién liquida se centrifuga, para recuperar una fraccion
oleosa y una fraccion acuosa.

Ventajosamente, en esta segunda etapa secundaria, se utiliza una centrifuga de placas.

De acuerdo con la segunda modalidad de la etapa 4, la parte blanda de los insectos se somete a
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una decantacidon con la ayuda de un decantados trifasico, para obtener directamente una fraccion
acuosa, una fraccién oleosa y una fraccion sdélida.

Los decantadores trifasicos adecuados son, por ejemplo, Tricanter® de la compariia Flottweg o
los decantadores trifasicos de la compania GEA, tal como el decantador CA 225-03-33.

Ventajosamente, la separaciéon de la parte blanda se realiza de acuerdo con la segunda
modalidad.

En efecto, el uso de un decantador trifasico permite obtener una separacion de fases
particularmente eficaz. Mas particularmente, la fraccidon sélida obtenida muestra un contenido alto de
materia seca, la fraccion acuosa contiene pocos sedimentos insolubles (que provienen de la fraccién
sélida) y aceite, y la fraccién oleosa contiene pocos sedimentos insolubles (que provienen de la fracciéon
sélida) y agua.

. Etapa 5; Concentracion de la fraccion acuosa

La fraccion acuosa obtenida de la etapa 4 se concentra en seguida para obtener una fraccién
acuosa concentrada.

Ventajosamente, la concentracion se realiza por evaporacion.

Ventajosamente, la evaporacion se lleva a cabo a una temperatura comprendida entre 30 °C y
100 °C, preferiblemente entre 60 °Cy 80 °C.

Preferiblemente, la evaporacion se realiza a una presion comprendida entre 5 kPa (50 mbar) y
101.3 kPa (1013 mbar), preferiblemente 101.3 kPa (1013 mbar).

La evaporacion se realiza preferiblemente durante un periodo comprendido entre 5 minutos y 20
minutos.

La concentracion se lleva a cabo preferiblemente utilizando un evaporador de pelicula
descendente, un evaporador de placa flotante ascendente o un evaporador de pelicula delgada.

Este tipo de material estandar se puede utilizar sin encontrar problemas de adherencia, gracias a
la pequena cantidad de sedimento presente en la fracciéon acuosa.

Generalmente, las fracciones acuosas no pueden concentrar mas del 42% de materia seca, ya
que tienden a gelificarse (agua retenida) a partir de esta concentracion.

En el caso de la presente invencion, la fraccion acuosa comprende proteinas solubles de tamario
pequefio (al menos 45 %, preferiblemente al menos 60% de las proteinas solubles de la fraccion acuosa
tienen un tamafio menor a 550 g/mol, como se describe mas completamente a continuacion), que permite
evitar la gelificacion y, por lo tanto, obtener una fraccion acuosa con una alta concentracion de materia
seca (hasta 70 %) y con una viscosidad menor a 30 Pa-s (30,000 cPs (centipoise)).

Por “proteinas solubles” se entiende, de las proteinas crudas, aquellas que son solubles en una
solucion acuosa cuyo pH esta entre 6 y 8, ventajosamente entre 7.2 y 7.6.

Cuando el término "proteinas" solo se usa en la presente solicitud, se refiere a la proteina cruda.

Preferiblemente, la solucién acuosa es una soluciéon tampdén cuyo pH esta entre 6 y 8,
ventajosamente entre 7.2 y 7.6. Preferiblemente, la soluciéon tampdn es una solucion tampén fosfato

NaCl, cuyo pH es igual a 7.4 +/- 0.2.
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Ademas, la etapa de concentracién de la fraccion acuosa muestra un doble interés, porque
permite:

- un ahorro de vapor: en ausencia de la etapa 5 de concentracién, el agua debe evaporarse
durante la etapa 7 de secado descrita a continuacién, con un secador cuyo consumo de vapor especifico
es mayor que el de un concentrador como se describe anteriormente; y

- evitar las contaminaciones bioldgicas, gracias a una reduccion de volumen y de la presion
osmdtica debido a la fuerte concentracién de materia seca en la fraccion acuosa concentrada.

. Etapa 6: Mezclado de la fracciéon acuosa concentrada y/o de cuticulas con la

fraccidn sélida

Todo o parte de las cuticulas obtenidas en la etapa 2 y/o todo o parte de la fracciéon acuosa
concentrada obtenida en la etapa 5 puede/pueden mezclarse opcionalmente con la fraccion soélida
obtenida en la etapa 4 para obtener una mezcla.

Ventajosamente, la mezcla se homogeneiza para facilitar su tratamiento posterior.

Los mezcladores que se pueden utilizar son, por ejemplo, mezcladores de tornillo cénico, tales
como los conocidos de la compafiia Vrieco-Nauta®, o mezcladores pendulares, como los de la compafiia
PMS.

Se observara que, en promedio, para un kilogramo de fraccién soélida obtenida, se obtienen de
500 g a 650 g de cuticulas, por ejemplo, aproximadamente 550 g, y de 250 g a 350 g de fraccién acuosa,
por ejemplo, aproximadamente 300 g.

« Etapa 7: Secado de la fraccién sélida obtenida en la etapa 4 o la mezcla obtenida en

la etapa 6
La fraccion sélida obtenida en la etapa 4 o la mezcla obtenida en la etapa 6 se pueden secar para

obtener una fraccién sélida seca o una mezcla seca.

Ventajosamente, el secado se realiza con la ayuda de un secador de discos, un secador tubular,
un secador de hélices, un secador de tipo flash, un secador de pelicula delgada o un secador por
atomizacion.

Preferiblemente, el secado se realiza con la ayuda de un secador de discos o tubular.

Los secadores tubulares adecuados son, por ejemplo, los de la compaiia Tummers (Simon
Dryers Technology).

Los secadores de discos adecuados son, por ejemplo, los de la compafia Haarslev.

El secado se puede realizar durante 1 hora y 10 horas, preferiblemente entre 3 horas y 5 horas.

Ventajosamente, el secado se lleva a cabo a una temperatura comprendida entre 60 °C y 225 °C,
preferiblemente entre 80 °C y 100°C.

Preferiblemente, la evaporacion se realiza a una presion atmosférica.

« Etapa 8: Molienda de la fraccién sélida seca o de la mezcla obtenida en la etapa 7

Después del secado, se puede moler y se obtiene un polvo.
Por "polvo" se entiende una composiciéon en forma de particulas.

Preferiblemente, el polvo de acuerdo con la invencién es un polvo de insectos, es decir un polvo
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preparado Unicamente a partir de insectos y posiblemente agua.

Por ejemplo, se puede utilizar un molino, como un molino de martillos 0 un molino cénico (como
los molinos cénicos “Kek cone mills” de la compaiia Kemutec).

Ventajosamente, al final de la molienda, el tamano de las particulas es menor a 0.5 cm (el
tamafio mas grande de particula que se observa con la ayuda de un microscopio), preferiblemente de 1
mm. Mas particularmente, el tamafo de las particulas esta comprendido entre 300 um y 1 mm, aun mas
preferiblemente entre 500 um y 800 pym.

Cuando el polvo se muele a un tamafo de particula aceptable para el consumo humano o animal,
puede denominarse “harina” y particularmente “harina de insectos”. Por “tamafio de particula aceptable
para la nutricion humana o animal”’, se prefiere un tamafo de particula de entre 100 ym y 1.5 mm,
preferiblemente entre 300 um y 1 mm, mas preferiblemente entre 500 um y 800 um.

Dependiendo de si las etapas opcionales 5 y/o 6 se implementan o no, se pueden obtener
diferentes polvos, es decir:

- un polvo que resulta unicamente de la fraccion soélida (etapa 6 no implementada);

- un polvo que resulta de la mezcla de la fraccién sélida y todo o parte de las cuticulas;

- un polvo que resulta de la mezcla de la fraccion sélida y todo o parte de la fraccion acuosa
concentrada;

- un polvo que resulta de la mezcla de la fraccién solida, todo o parte de las cuticulas y todo o
parte de la fraccidn acuosa concentrada.

La invencion se refiere también a los productos resultantes del método de acuerdo con la
invencion.

La invencién se refiere ademas a una fraccion solida susceptible de obtenerse por el método de
tratamiento de insectos de acuerdo con la invencion.

La invencién también se refiere a una fraccion sélida que comprende al menos 71 % en peso de
proteinas y entre 0.1 % y 2 % en peso de quitina, los porcentajes en peso estan indicados con respecto al
peso seco total de la fraccion solida.

Preferiblemente, la fraccion solida comprende al menos 73 % en peso, mas preferiblemente al
menos 74 % en peso, aun mas preferiblemente al menos 75 % en peso de proteinas, los porcentajes en
peso estan indicados con respecto al peso seco total de la fraccidn sdlida.

Ventajosamente, la fraccidon sélida comprende entre 0.5 % y 1.7 % en peso de quitina con
respecto al peso seco total de la fraccion sélida.

Ventajosamente, la fraccion contiene entre 5 % y 17 % en peso de lipidos, preferiblemente entre
10 % y 15% en peso de lipidos con respecto al peso seco total de la fraccion solida.

Preferiblemente, la fraccion soélida contiene entre 1 % y 10 % en peso, preferiblemente entre 2 y
6% en peso de ceniza con respecto al peso seco total de la fraccion sélida.

El método de determinacidon del contenido de cenizas es bien conocido por el técnico en la
materia. Preferiblemente, las cenizas se determinaron de acuerdo con el método establecido en el
reglamento CE 152/2009 del 27-01-2009
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Preferiblemente, la fraccion sélida contiene preferiblemente entre 5 % y 15 % en peso, mas
preferiblemente entre 7 % y 13 % en peso de carbohidratos con respecto al peso seco total de la fraccién
sélida.

Mas particularmente, la fraccion solida comprende preferiblemente al menos 0.2 % en peso, mas
preferiblemente al menos 0.3% en peso, aun mas preferiblemente al menos 0.35% en peso, aun mas
preferiblemente al menos 0.5% en peso y todavia mas preferiblemente al menos 0.7% en peso de
trehalosa con respecto al peso seco total de la fraccion sélida.

Ademas, la digestibilidad de las proteinas en humanos y animales esta fuertemente condicionada
por el tamafo de las proteinas. En nutricién animal, es comun reducir el tamafo de las proteinas, para
facilitar la digestion de los animales. Esta reduccion de tamario de proteinas se hace generalmente por
métodos de hidrdlisis (por ejemplo, enzimatico), cuya realizacion es particularmente costosa.

La fraccion sélida contiene proteinas solubles cuyo tamafio es lo suficientemente pequefio para
facilitar la digestion por los animales.

Ventajosamente, al menos 75%, preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos
85% de proteinas solubles de la fraccion soélida tienen un tamafio menor o igual a 12,400 g/mol.

Mas particularmente, al menos 55%, preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente al
menos 65% de proteinas solubles de la fraccion sélida tienen un tamafio menor o igual a 550 g/mol.

La invencion se refiere igualmente a una fraccion acuosa susceptible de obtenerse por el método
de tratamiento de insectos de acuerdo con la invencion.

La invencion se refiere ademas a una fraccién acuosa que comprende al menos 48% en peso de
proteinas, al menos 2% en peso de trehalosa y presenta un contenido de lipidos inferior a 7% en peso,
los porcentajes en peso estan indicados con respecto a peso seco total de la fraccion acuosa.

Preferiblemente, la fraccion acuosa comprende al menos 55 % en peso, mas preferiblemente al
menos 60% en peso, aun mas preferiblemente al menos 65 % en peso de proteinas, con respecto al
peso seco total de la fraccion acuosa.

Ventajosamente, la fraccion acuosa comprende al menos 2.5 % en peso, mas preferiblemente al
menos 3% en peso de trehalosa con respecto al peso seco total de la fracciéon acuosa.

Preferiblemente, la fraccion acuosa muestra un contenido de lipidos menor a 6% en peso, mas
preferiblemente menor a 4 % en peso, aun mas preferiblemente menor a 2 % en peso con respecto peso
seco total de la fraccion acuosa.

Ventajosamente, la fraccion acuosa contiene entre 5 % y 20 % en peso de cenizas,
preferiblemente entre 7 y 15% en peso de cenizas con respecto al peso seco total de la fracciéon acuosa.

Ademas, la fraccion acuosa comprende menos de 2 % en peso de sedimentos insolubles,
preferiblemente menos de 1 % en peso de sedimentos insolubles, preferiblemente menos de 0.5% en
peso de sedimentos insolubles con respecto al peso total de la fraccion acuosa.

La fraccién acuosa no contiene quitina.

Igual a la fraccion sdlida, la fraccidon acuosa contiene proteinas solubles cuyo tamario es lo

suficientemente pequefio para facilitar la digestion por los animales.
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Ventajosamente, al menos 90 %, preferiblemente al menos 95 %, mas preferiblemente al menos
97% de proteinas solubles de la fraccion acuosa tienen un tamafio menor o igual a 12,400 g/mol.

Mas particularmente, al menos 45 %, preferiblemente al menos 50 %, mas preferiblemente al
menos 53%, preferiblemente al menos 60 % de proteinas solubles de la fraccion acuosa tienen un
tamafio menor o igual a 550 g/mol.

Mas particularmente, la fraccion acuosa tiene un contenido de materia seca entre 5 % y 15 % en
peso con respecto al peso total de la fracciéon acuosa.

Cuando se concentra, la fraccién acuosa concentrada tiene un contenido de materia seca de
entre 55 % y 75 % en peso con respecto al peso total de la fraccidon acuosa concentrada.

La invencion también se refiere a una fraccidn acuosa concentrada que puede obtenerse
mediante el método de tratamiento de insectos de acuerdo con la invencidon, comprendiendo dicho
metodo de tratamiento la etapa de concentracion opcional.

La invencion se refiere ademas a una fracciéon acuosa susceptible de obtenerse por el método de
tratamiento de insectos de acuerdo con la invencion.

La invencion se refiere igualmente a un polvo susceptible de obtenerse por el método de
tratamiento de insectos que comprende las siguientes etapas:

- la separacion de las cuticulas de la parte blanda de los insectos,

- la separacién de la parte blanda de los insectos en una fraccion oleosa, una fraccion sélida y
una fraccion acuosa,

- opcionalmente, la concentracioén de la fraccién acuosa,

- opcionalmente, el mezclado de la fraccion sélida con:

- todo o parte de la fraccién acuosa concentrada; y/o
- todo o parte de las cuticulas,

para obtener una mezcla,

- el secado de la fraccion sélida o de la mezcla para obtener una fraccion sélida seca o una
mezcla seca, respectivamente;

- la molienda de la fraccion sélida seca o de la mezcla seca.

Este método de tratamiento de los insectos puede comprender ademas una pluralidad de
caracteristicas descritas a continuacion.

La invencion se refiere mas particularmente a un polvo susceptible de obtenerse mediante el
método de preparacion de un polvo, y particularmente un polvo de insectos, de acuerdo con la invencion,
tal como se describe a continuacion.

Como se indicé anteriormente, dependiendo de si se usa(n) o no las etapas opcionales 5 y/o 6
del método de tratamiento de insectos de acuerdo con la invencién, es decir, la etapa de concentracion
de la fraccion acuosa y la etapa de mezcla de todo o parte de la cuticula y/o todo o parte de la fraccion
acuosa concentrada, con la fraccion sélida, y, cuando corresponde, de acuerdo con las condiciones de su
implementacion, se pueden obtener diferentes polvos.

La invencién también se refiere a un polvo, y particularmente a un polvo de insectos, que
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comprende al menos 71 % en peso de proteinas y entre 0.1 % y 4% en peso de quitina, los porcentajes
en peso estan indicados con respecto al peso seco total del polvo.

Preferiblemente, este polvo tiene un contenido de proteina mayor o igual a 72 % en peso, mas
preferiblemente mayor o igual a 74% en peso, adn mas preferiblemente mayor o igual a 75 % en peso
con respecto al peso seco total del polvo.

Mas particularmente, este polvo tiene un contenido de quitina de entre 0.5 % y 3 % en peso, mas
preferiblemente entre 0.8 % y 2 % en peso, mas preferiblemente entre 0.8 % y 1.7 % en peso con
respecto al peso seco total del polvo.

Preferiblemente, este polvo comprende entre 5 % y 20 % en peso, preferiblemente entre 7 % y 17
% en peso de lipidos con respecto al peso seco total del polvo.

Mas particularmente, este polvo comprende entre 1 y 10% en peso, preferiblemente entre 2 % y 6
% en peso de cenizas con respecto al peso seco total del polvo.

Ademas, este polvo comprende preferiblemente entre 3 % y 20 % en peso de carbohidratos con
respecto al peso seco total del polvo

Mas particularmente, este polvo comprende preferiblemente al menos 0.1 % en peso, mas
preferiblemente al menos 0.2 % en peso de trehalosa con respecto al peso seco total del polvo.

Cuando las etapas opcionales 5 y/o 6 no estan implementadas, se obtiene un polvo, y en
particular un polvo de insectos, que resulta tnicamente de la fraccion sélida.

Este polvo comprende al menos 71 % en peso de proteinas y entre 0.1 % y 2 % en peso de
quitina, los porcentajes en peso estan indicados con respecto al peso seco total del polvo.

Preferiblemente, este polvo tiene un contenido de proteina mayor o igual a 72 % en peso, mas
preferiblemente mayor o igual a 74 % en peso, aun mas preferiblemente mayor o igual a 75 % en peso
con respecto al peso seco total del polvo.

Mas particularmente, este polvo tiene un contenido de quitina comprendido entre 0.5 % y 1.7 %
en peso de quitina con respecto al peso seco total del polvo.

Preferiblemente, este polvo comprende entre 5 % y 17 % en peso, preferiblemente entre 10 % y
15 % en peso de lipidos con respecto al peso seco total del polvo.

Mas particularmente, este polvo comprende entre 1 % y 10 % en peso, preferiblemente entre 2 %
y 6 % en peso de cenizas con respecto al peso seco total del polvo.

Ademas, este polvo contiene preferiblemente entre 5 % y 15 % en peso, mas preferiblemente
entre 7 % y 13 % en peso de carbohidratos con respecto al peso seco total del polvo.

Mas particularmente, este polvo contiene preferiblemente menos de 0.2 % en peso, mas
preferiblemente al menos 0.3 % en peso, aun mas preferiblemente al menos 0.35 % en peso de trehalosa
con respecto al peso seco total del polvo.

Cuando se realizan las etapas 5 y 6 del método de acuerdo con la invencion, también se puede
obtener un polvo resultante de la mezcla de la fraccién sélida, de todo o parte de las cuticulas y de todo o
parte de la fraccién acuosa concentrada.

La invencion también se refiere, por lo tanto, a un polvo, y particularmente a un polvo de insectos,
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que comprende al menos 65 % en peso de proteinas, al menos 10% en peso de carbohidratos y entre 0.1
% y 2 % en peso de quitina, los porcentajes en peso estan indicados con respecto al peso seco total del
polvo.

Preferiblemente, este polvo tiene un contenido de proteina mayor o igual a 70% en peso, mas
preferiblemente mayor o igual a 74 % en peso con respecto al peso seco total del polvo.

Mas particularmente, este polvo tiene un contenido de quitina de entre 0.2 % y 1.5 % en peso,
mas preferiblemente entre 0.5 % y 1.3 % en peso con respecto al peso seco total del polvo.

Preferiblemente, este polvo tiene un contenido de carbohidratos mayor o igual a 12 % en peso,
mas preferiblemente mayor o igual a 14 % en peso con respecto al peso seco total del polvo.

Mas particularmente, este polvo comprende preferiblemente al menos 0.7 % en peso, mas
preferiblemente al menos 0.9 % en peso, incluso mas preferiblemente al menos 1 % en peso, e incluso
mas preferiblemente al menos 1.2 % en peso de trehalosa con respecto al peso seco total del polvo.

Preferiblemente, este polvo comprende entre 5 % y 15 % en peso, preferiblemente entre 7 % y 13
% en peso de lipidos con respecto al peso seco total del polvo.

Mas particularmente, este polvo comprende entre 3 % y 10 % en peso, preferiblemente entre 4 y
8% en peso de cenizas con respecto al peso seco total del polvo.

El contenido de humedad residual de los polvos de acuerdo con la invencion esta entre 2 y 15%,
preferiblemente entre 5 % y 10 %, mas preferiblemente entre 4 % y 8 %. El contenido de humedad puede
determinarse, por ejemplo, de acuerdo con el método resultante del reglamento CE 152/2009 del 27-01-
2009 (103°C/4 h).

Ventajosamente, las proteinas de los polvos de acuerdo con la invencion tienen una digestibilidad
mayor o igual a 85 % en peso con respecto al peso total de proteinas crudas.

La digestibilidad es una digestibilidad pépsica medida por el método descrito en la Directiva
72/199/CE.

Preferiblemente, la digestibilidad es mayor o igual a 88 %, mas preferiblemente, mayor o igual a
92%.

La invencion se refiere ademas al uso de una fraccion acuosa de acuerdo con la invencién, una
fraccion acuosa concentrada de acuerdo con la invencion, o un polvo que comprende al menos 65% de
proteinas, al menos 10% en peso de carbohidratos y entre 0.1 % y 2 % en peso de quitina de acuerdo
con la invencién descrita anteriormente, como sabor, ventajosamente en el alimento para animales.

La invencion se refiere finalmente al uso de un polvo de acuerdo con la invencién en alimentos,
preferiblemente en alimentos para animales.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion se haran evidentes en los ejemplos que siguen,
proporcionados a modo de ilustracién, con referencia a las figuras:

- La figura 1 es un esquema que ilustra el método detallado de tratamiento de insectos de
acuerdo con la invencion;

- Las figuras 2A y 2B muestran dos fotografias de la parte blanda, por un lado en la salida del

reactor después de la etapa de maduracion (Figura 2A) y, por otro lado, después de la centrifugacién
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para separar las fases (Figura 2B).

- Lafigura 3 es una curva estandar utilizada para realizar el ensayo de trehalosa;

- Lafigura 4 es un diagrama que ilustra el contenido de humedad de la fraccion oleosa obtenida
por el método de acuerdo con la invencién y de la fraccién oleosa obtenida por los métodos
comparativos;

- La figura 5 es un diagrama que ilustra el contenido de sedimentos de la fraccién oleosa
obtenida por el método de acuerdo con la invencién y de la fraccion oleosa obtenida por los métodos
comparativos;

- La figura 6 es un diagrama que ilustra el indice de perdxido de la fraccion oleosa obtenida por
el método de acuerdo con la invencién y de la fraccion oleosa obtenida por un método comparativo;

- La figura 7 es un diagrama que ilustra el contenido de materia seca de la fracciéon acuosa
obtenida por el método de acuerdo con la invencion y de la fraccién acuosa obtenida por los métodos
comparativos;

- La figura 8 es un diagrama que ilustra el contenido de sedimentos de la fracciéon acuosa
obtenida por el método de acuerdo con la invencion y de la fraccién acuosa obtenida por un método
comparativo;

- La figura 9 es un diagrama que ilustra el porcentaje de emulsién presente en la fraccion
acuosa obtenida por el método de acuerdo con la invencion y de la fraccién acuosa obtenida por un
metodo comparativo;

- La figura 10 es un diagrama que ilustra el porcentaje (en porcentaje de materia seca) de
lipidos presentes en la fraccion acuosa obtenida por el método de acuerdo con la invencion y de la
fraccion acuosa obtenida por métodos comparativos;

- Lafigura 11 es un diagrama que ilustra la digestibilidad pépsica de las proteinas de la fraccion
acuosa obtenida por el método de acuerdo con la invencién y la de las proteinas de la fraccién acuosa
obtenida por métodos comparativos;

- La figura 12 es un diagrama que ilustra el contenido de trehalosa de la fraccién acuosa
obtenida por el método de acuerdo con la invencién y de la fraccion acuosa obtenida por métodos
comparativos;

- Lafigura 13 comprende tres fotografias que ilustran el color de la fraccion acuosa obtenida por
el método de acuerdo con la invencién y el de la fraccidon acuosa obtenida por métodos comparativos;

- Lafigura 14 es un diagrama que ilustra el contenido de trehalosa de la fraccion sélida obtenida
por el método de acuerdo con la invencién y de la fraccidn sdlida obtenida por métodos comparativos;

- La figura 15 es un diagrama que ilustra el porcentaje de la porcion soluble en agua de la
fraccion solida obtenida por el método de acuerdo con la invencion y la fraccion sélida obtenida por
metodos comparativos;

- Lafigura 16 es un diagrama que ilustra el porcentaje de porcion soluble en la fase movil de la
fraccion solida obtenida por el método de acuerdo con la invencion y la fraccidon sdlida obtenida por

métodos comparativos; y
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- La figura 17 es un diagrama que ilustra la distribuciéon del tamafio de las proteinas en la
fraccion solida obtenida por el método de acuerdo con la invencién y en la fraccion sélida obtenida por

metodos comparativos.

EJEMPLO 1: Método de tratamiento de insectos de acuerdo con la invencién

Se han utilizado larvas de Tenebrio molitor. Al recibir las larvas, se pueden almacenar a 4°C
durante 0 dias a 15 dias en sus tanques de reproduccion antes del sacrificio degradacion importante. El
peso de las larvas (edad) utilizadas es variable y, por lo tanto, su composicién puede variar, como se

ilustra en la Tabla 1 a continuacion:

Biomasa

(insectos) mg 23 35 58 80 108 154
Materia seca %* 34 34 34.2 37.9 39.6 39.5
Cenizas %* 1.59 1.52 1.6 1.75 1.67 1.43
Proteinas crudas %* 22.6 22.2 22 23.2 23.1 23.2
Lipidos %* 6.62 6.88 7.98 10.3 10.9 11.7

* Los % se expresan en peso seco con respecto al peso humedo de las larvas.

Tabla 1: Composicion bioquimica de las larvas de Tenebrio molitor de acuerdo con su peso.

. Etapa 1: Sacrificio de los insectos

Las larvas vivas (+4°C a +25°C) se transportan en una capa de espesor comprendida entre 2 cm
y 10 cm, en un tapiz de banda perforada (1 mm) a una camara de blanqueo. De este modo, los insectos
se blanquean a vapor (boquillas o lecho de vapor) a 98 °C bajo ventilacion forzada o con agua a 92-95°C
(boquillas de pulverizaciéon) o en modo mixto (agua + vapor). El tiempo de permanencia en el cuarto de
blanqueo esta comprendido entre 5 segundos y 15 minutos, preferiblemente 5 minutos.

La temperatura de las larvas a la salida del blanqueamiento esta comprendida entre 75 °C y 98
°C.

. Etapa 2: Separacion de la parte blanda de las cuticulas de insectos

Las larvas, una vez blanqueadas, se transportan a la tolva de alimentaciéon de un separador de
banda, para separar las cuticulas de la parte blanda de las larvas.

Ventajosamente, la separacion se lleva a cabo inmediatamente después del sacrificio para que
las larvas no tengan tiempo de enfriarse a temperatura ambiente.

El separador de banda utilizado es un separador de banda 601 de la compafia Baader.

El diametro de las perforaciones del tambor es de 1.3 mm.

La parte blanda de los insectos se recupera en un tanque.

Las cuticulas se pueden recuperar con la ayuda de un cuchillo raspador.

Determinacion de la cantidad de trehalosa de las cuticulas

La cantidad de trehalosa en las cuticulas recuperadas en la etapa 2 se han medido de la

siguiente manera:
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La trehalosa se analiza por GC-MS.

Programa de temperatura: 150°C, seguido de una rampa de 10°C/min hasta 260°C, después de 5
minutos a esta temperatura, una rampa de 25 °C/minuto hasta 310°C y se mantiene a esta temperatura
durante 2 minutos. Temperatura del inyector: 280°C, de la interfase; 250°C, la relacion de divisiéon es de
10, el volumen de inyeccion es de 1 uL. Por ejemplo, se utiliza una columna sH-RXI-5mS, 30 m x 0.25
mm x 0.25 pm.

La preparacién de la muestra para el analisis se realiza de la siguiente manera: se pesa una
cantidad precisa de la muestra (entre 10 mg y 300 mg) en un tubo Falcon, se agregan 9.75 mL de
metanol y 250 uL de una solucién estandar interna (mio-inositol, 25 pg/mL) en DMSO. La mezcla se agit6
a 80 °C durante 10 minutos, después se agregaron 100 yL de BSTFA y la mezcla de reaccién se agitoé
durante otros 30 minutos a temperatura ambiente, después se agregé 1 mL de acetonitrilo y la muestra
preparada de esta manera se inyecté en un dispositivo GC-MS.

La cantidad medida de trehalosa por g de materia seca es de 1.2 mg.

o Etapa 3; Maduracion de la parte blanda de los insectos

La parte blanda de los insectos se deja reposar en el tanque de recuperacion de la etapa 2, bajo
agitacion durante 1 h y a una temperatura de aproximadamente 90 °C.
o Etapa 4; Separacion de la parte blanda en una fraccién sélida, una fraccién acuosa

y una fraccion oleosa

La parte blanda se separa en seguida en tres fracciones con la ayuda de un decantador trifasico.
El decantador utilizado es Tricanter® Z23 de Flottweg.

Condiciones de la separacion:

- Velocidad de flujo: hasta 500 kg/h;

- Vttanque: 4806 t/mm (3000 G);

- Ymin: 5 % (1.4 t/mm).

Se han obtenido tres fracciones al final de esta fase de separacion: una fraccion oleosa, una
fraccion solida y una fraccion acuosa.

Estas fracciones tienen las caracteristicas indicadas en la Tabla 2 a continuacion:

Materia Proteinas Aceite Cenizas Carbohidratos
seca (%) | (%) (%)* (%)* (%)*

Fraccion 56 741 12.9 4 10

sélida

Fraccion 10 57 4 9 23

acuosa

Fraccion >99.5 <05 >99.5 <0.25 <0.25

oleosa

* Los resultados promedio calculados en varias muestras de cada una de las fracciones,

expresados en el % de materia seca



10

15

20

25

30

35

18

Tabla 2: Caracteristicas de la fraccion oleosa, de la fraccion soélida y de la fraccion acuosa

Determinacion del tamafio de las proteinas solubles de la fraccion sélida y de la fraccién acuosa

Preparacion de la muestra solida (fraccion sélida): 30 mg de la muestra se solubilizan en 1 L de
fase movil y se filtran utilizando el filtro Chromafil xtra PES-45/25.

Preparacién de la muestra liquida (fraccién acuosa): 400 uL se solubilizan en 1600 pL de la fase
movil y se filtran usando el filtro Chromafil xtra PES-45/25 justo antes de la inyeccion. 1.5 mL de la
muestra preparada de esta manera se centrifugan durante 15 minutos a 12,000 rpm (10625 g).

Las condiciones de implementacién de la cromatografia (HPLC Nexera XR de Shimadzu) son las
siguientes: la columna utilizada es una Superdex Peptide GL 10/300 (GE Healthcare), la deteccion se
realiza mediante un detector DAD a 215 nm, el flujo de la fase maévil es de 0.3 mL/min y esta compuesta
de ACN (acetonitrilo)/H,O/TFA (acido trifluoroacético) (30/70/0.1), el analisis se realiza a 25 °C.

La distribucién de tamafio de las proteinas solubles de la fraccion sélida se muestra en la Tabla 3 a

continuacion:

Peso molecular (kDa) %

>12.4 13.8
124 -6.5 14
6.5-1.4 3.8
1.4-0.55 2.1
<0.55 67.3

Tabla 3: Distribucién del tamafio de proteinas solubles en la fraccién sélida

La distribuciéon de tamafo de las proteinas solubles de la fraccion acuosa se muestra en la Tabla

4 a continuacion:

Peso molecular (kDa) %

>12.4 2.7
124 -6.5 134
6.5-1.4 19
1.4-0.55 11.5
<0.55 53.4

Tabla 4: Distribucién del tamafo de proteinas solubles en la fracciéon acuosa

Determinaciéon de la cantidad de trehalosa en la fraccion sélida y la fraccion acuosa

La cantidad de trehalosa en las fracciones se midi6 de la siguiente manera:
La trehalosa se analiza por GC-MS.
Programa de temperatura: 150°C, seguido de una rampa de 10°C/min hasta 260°C, después de 5

minutos a esta temperatura, una rampa de 25°C/minuto hasta 310°C y se mantiene a esta temperatura
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durante 2 minutos. Temperatura del inyector: 280°C, de la interfaz; 250°C, la relaciéon de divisién es de
10, el volumen de inyeccion es de 1 L.

La preparacion de la muestra para el analisis se realiza de la siguiente manera: se pesa una
cantidad precisa de la muestra (entre 10 mg y 300 mg) en un tubo Falcon, se agregan 9.75 mL de
metanol y 250 uL de una solucién estandar interna (mio-inositol, 25 pg/mL) en DMSO. La mezcla se agitd
a 80°C durante 10 minutos, después se agregaron 100 uL de BSTFA y la mezcla de reaccion se agitd
durante otros 30 minutos a temperatura ambiente, después se agregd 1 mL de acetonitrilo y la muestra
preparada de esta manera se inyect6 en un dispositivo GC-MS.

La cantidad medida en la fraccion sélida es de 3.82 mg de trehalosa por g de materia seca.

La cantidad medida en la fraccion acuosa es de 33.2 mg de trehalosa por g de materia seca.

Ademas, la fraccion acuosa contiene menos de 1% en peso de sedimentos insolubles con
respecto al peso total de la fraccidén acuosa.

. Etapa 5: Concentracion de la fraccion acuosa

La fraccion acuosa obtenida en la etapa 4 se concentra en seguida por evaporacion, con la ayuda
de un evaporador flotante descendente.
La fraccidbn acuosa concentrada obtenida tiene una concentracion de materia seca de
aproximadamente 65%.
« [Etapa 6 (opcional): Mezclado de la fraccion acuosa concentrada y/o de cuticulas

con la fraccion sélida

La etapa 6 no se ha implementado en este ejemplo.

. Etapa 7: Secado de la fracciéon solida

La fraccién sdélida obtenida en la etapa 4 se seca con la ayuda de un secador de discos de la
compafiia Haarslev durante 5 horas con el fin de obtener una fraccién sélida seca o una mezcla seca.
Del punto de vista microbiolégico, la fraccién soélida contiene menos de 10 UFC/g de
enterobacterias.
« Etapa 8: Molienda

La fraccion solida seca se muele finalmente con la ayuda de molino de martillos continuo (6
moviles reversibles - espesor 8 mm). El molino se alimenta por una tolva con tapa de control de velocidad
de flujo (180 kg/hora). La rejilla perforada utilizada para controlar el tamafio de grano en la salida es de
0.8 mm. La velocidad de rotaciéon del motor es de 3000 revoluciones/min (motorizacién eléctrica,
consumo de energia 4kW (5.5 CV)).

Las caracteristicas de un polvo de insectos obtenido se muestran en la Tabla 5 a continuacién.

Proteinas Quitina Cenizas Lipidos Carbohidratos Trehalosa

751 % 1.3 % 4 % 12.5 % 10 % 0.38 %

*Los porcentajes indicados son porcentajes en peso con respecto al peso seco total del polvo de
insectos.

Tabla 5: Caracteristicas de un polvo de insectos obtenido en el Ejemplo 1.
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EJEMPLO 2: Método de tratamiento de insectos de acuerdo con la invencion

Las etapas 1 a 5 se implementan tal como se describe en el Ejemplo 1.
. Etapa 6 (opcional): Mezclado de la fraccion acuosa concentrada y de cuticulas con

la fraccion sélida

Toda (100%) la fraccidon acuosa concentrada obtenida en la etapa 5, asi como 0.05% en peso de
las cuticulas recuperadas en la etapa 2, se mezclaron con toda la fracciéon sélida obtenida en la etapa 4,
para obtener una mezcla.

Se utilizé un mezclador de tornillo cénico de la compania Vrieco-Nauta®.

. Etapa 7: Secado de la mezcla

La mezcla obtenida en la etapa 6 se seca con la ayuda de un secador de discos de la compafiia
Haarslev durante 5 horas con el fin de obtener una mezcla seca.
Del punto de vista microbiolégico, la mezcla seca contiene menos de 10 UFC/g de
enterobacterias.
« Etapa 8: Molienda

La mezcla seca se muele finalmente con la ayuda de un molino de martillos continuo (6 moviles
reversibles - espesor 8 mm). El molino se alimenta por una tolva con tapa de control de velocidad de flujo
(180 kg/hora). La rejilla perforada utilizada para controlar el tamafo de grano en la salida es de 0.8 mm.
La velocidad de rotacion del motor es de 3000 rpm (motorizacién eléctrica, consumo de energia 4kW (5.5
CV)).

Las caracteristicas de un polvo de insectos obtenido se muestran en la Tabla 6 a continuacion.

Proteinas Quitina Cenizas Lipidos Carbohidratos Trehalosa

66 % 1% 6 % 1 % 13 % 1.1%

*Los porcentajes indicados son porcentajes en peso con respecto al peso seco total del polvo de
insectos.

Tabla 6: Caracteristicas del polvo de insectos obtenido en el Ejemplo 2.

EJEMPLO 3: Método de acuerdo con la invenciéon y métodos comparativos

l. Preparacion de muestras

Se ha reproducido el método de acuerdo con la invencion para convertir la pulpa de larvas
Tenebrio molitor en aceite (fraccion oleosa o Aceite de Tenebrio Molitor « TMO », por sus siglas en
inglés), en fase acuosa (fraccion acuosa o Agua de Retenida « SW », por sus siglas en inglés) y en
proteinas soélidas (fraccion solida o Torta de Proteina Solida « SPC », por sus siglas en inglés) y un
metodo comparativo.

El objetivo es comparar la calidad de productos obtenidos por los 2 métodos.

1. Método de acuerdo con la invencién
Primeramente, las larvas se sacrifican por blanqueamiento (vaporizados) y después las cuticulas
de las larvas se separan de la parte blanda (“descuticulados”) a través de un separador de banda de la
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marca Baader.

8 kg de la parte blanda que resultan de la etapa de separaciéon se envian para su maduracién en
un reactor piloto de una capacidad de 10 litros, dicho reactor se calienta previamente a 50°C, bajo
agitaciéon mecanica a 350 rpm para garantizar una homogeneizacion en el centro de la parte blanda.
Después de un aumento gradual de la temperatura de la parte blanda, la temperatura se regula
directamente en su masa a 90°C. Después de una hora de calentamiento a 90°C, el reactor se vacia.
Después se separa la parte blanda calentada. La parte blanda calentada se separa enseguida. El uso de
un decantador no es posible a escala de laboratorio, la parte blanda se centrifuga a 10,000 g durante 15
minutos para separar las diferentes fases obtenidas (ver figuras 2A y 2B). Cada fase (TMO, SW y SPC)
se recolecta manualmente y se almacena a -20°C en espera de los analisis fisicoquimicos.

2. Método comparativo

Se utilizan 8 kg de parte blanda que resultan de la etapa de separaciéon. Esta parte blanda
provino del mismo lote de parte blanda que la utilizada para el método de acuerdo con la invencién.

El método comparativo difiere del método de acuerdo con la invencién por dos etapas:

- al final de la separacién, se realiza una etapa adicional de coagulacién de la parte blanda a
partir de 4 kg de parte blanda, en un reactor piloto, bajo agitacién (350 rpm) con una temperatura de las
paredes del reactor fijada a 100°C durante 20 minutos; después

- la parte blanda se diluye por adicion de agua y se calienta. Se realizaron dos diluciones de la
parte blanda para estas pruebas, 1:0.5 (m/m, masa/masa) y 1:0.75 (m/m). Especificamente, un volumen
de agua a 50 °C (2 litros o 3 litros en funcion de la dilucién) se agrega en el reactor piloto. La regulacion
de la temperatura en la masa de la pulpa se realiza a 90°C durante una hora, después el reactor se
vacia. La parte blanda diluida se centrifuga después en las mismas condiciones que antes y las 3 fases

se recolectan y almacenan a -20°C en espera de los analisis fisicoquimicos.

Il. Analisis de las muestras
Determinacion de la materia seca de las muestras

La materia seca de TMO, SW y SPC se determina por secado hasta una masa constante a
105°C de acuerdo con la norma ISO 6496. La diferencia en la masa del producto antes y después del
secado sirve como medida para el contenido de materia seca. Los contenidos se expresan como
porcentaje de masa. El contenido de humedad se obtiene restandola materia seca del valor 100.
Determinacion del indice de peréxido en TMO

El indice de peroxido se determina de acuerdo con la norma francesa NF EN ISO 3960 (junio
2010) y se expresa en MEQ de oxigeno activo/kg de aceite.
Contenido de sedimentos de TMO y SW

El filtro utilizado es un tamiz de acero inoxidable de poros de 50 um, previamente calibrado. La
cuantificacién de sedimentos se realiza después de pasar 300 mL de TMP p 750 mL de SW (750 mL)

pesando los residuos en el tamiz.
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En el caso de SW, la materia seca de los sedimentos se determina como se describe
anteriormente.

Evaluacién de la emulsién en SW

La evaluacion de la emulsiéon en SW se realiza después de la centrifugacion de 50 mL de SW
recolectado. La recoleccion de la emulsidn (sobrenadante) se realiza después de colocar los tubos a -20°
para facilitar la separacion. La emulsion se pesa después y el resultado se expresa como un porcentaje
de emulsion en el agua de la barra.

Determinacion de la materia grasa en SW

La determinacion de la materia grasa o lipidos en las muestras de SW se efectué mediante la
extraccion con éter de petréleo después de la hidrdlisis de acuerdo con el reglamento CE 152/2009. La
cantidad de lipidos esta relacionada con la materia seca de la muestra considerada (SW o PC).
Determinacién de la digestibilidad pépsica de SW

La digestibilidad pépsica se determina en SW de acuerdo con la Directiva 72/199/CE, sin
desengrasar.

Dosificacion de trehalosa en SW y SPC

La trehalosa se determina en SW y SPC después de su liofilizacion. Se extraen 40 mg de
muestra seca con 2 mL de DMSO durante 1 hora, con agitacién a 80 °C. Se extraen 250 uL del extracto
con 50 pL de mio-inositol, utilizado como estandar interno (1 g/L en DMSO). Después de la
homogeneizacién, 100 yL de esta mezcla se derivd con 100 uL de BSTFA-TMCS (99:1) directamente en
el vial GC-MS durante 30 minutos a 60 °C. Antes de la inyeccion, 600 uL de acetonitrilo se agregan al vial
GC-MS. Los resultados se expresan en mg de trehalosa/g en seco utilizando un rango estandar de
trehalosa realizado en las mismas condiciones (Fig. 3).

Los extractos derivados y los diferentes puntos de rango estadndar se analizan en un GC-MS-
QP2010 de Shimadzu. La columna utilizada es una columna SH-Rxi 5 ms (Schimadzu) de 30 m de
longitud, de 0.25 mm de diametro y tamafo de particula de 0.25 ym. EIl programa de temperatura del
GC-MS es el siguiente: 100°C, seguido de una rampa de 10°C/minuto hasta 300 °C mantenida durante 2
minutos.

La temperatura del inyector es de 280 °C, la de la interfaz es de 250 °C, la relacién de division es
de 10, el volumen de inyeccién es de 1 uL. La deteccion se realiza en modo SIM (Monitoreo de iones
seleccionado, por sus siglas en inglés) con m/z especifico de 305 para mio-inositol y de 361 para
trehalosa.

Medicion del color de SW liofilizada

El color se ha comparado con una carta de colores (Carta de colores RAL Classic K7) y se
caracteriz6 por el codigo de color de esta carta de colores.
Determinacién de la fraccién soluble de SPC

Los experimentos se realizaron a partir de SPC liofilizadas. 1 g de muestra se pesa (m;) en un
tubo de 50 mL previamente calibrado. Se agregan 30 mL de agua a temperatura ambiente y el tubo se

agita (con un voértex) durante varios minutos. Después de la centrifugacion, el liquido sobrenadante se
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elimina y se realiza un segundo lavado con 30 mL de agua en las mismas condiciones que el primero.
Después de retirar el sobrenadante, el sedimento de SPC lavado se coloca en un horno a 60°C durante
48 horas y luego se pesa. Asimismo se coloca un control (SPC sin lavar) en el horno para determinar el
porcentaje de materia seca real y corregir el peso inicial de las muestras antes del lavado (% MS).
El porcentaje de producto soluble se determina como:
(mi X %MS) — mSPC sin lavar

mi X %MS

Determinacion del tamafo de proteinas solubles de SPC

El tamafio de las proteinas solubles de SPC es determinado por cromatografia de exclusién
molecular.

Se solubilizan 40 mg de muestra liofilizada en la fase mévil compuesta de acetonitrilo/H,O/TFA
(acido trifluoroacético) (30/70/0.1) para alcanzar una concentracion de 30 mg/mL y se filtraron a 45 ym
después de la centrifugacion utilizando el filtro chromafil xtra PES-45/25. En paralelo, la solubilidad de
SW seca y SPC en la fase movil se determina después de secar los residuos de centrifugacion en el
horno.

Las condiciones para llevar a cabo la cromatografia realizada en una cadena de HPLC Nexera
XR de Shimadzu son las siguientes: la columna utilizada es una Superdex Peptide GL 10/300 (GE
Healthcare), la deteccion se realiza mediante un detector DAD a 215 nm, el flujo de la fase mévil (modo
isocratico) es de 0.3 mL/min. Estd compuesta por una mezcla de acetonitrilo(H20/TFA (acido
trifluoroacético) (30/70/0.1), el analisis se lleva a cabo a 25 °C.

Para determinar la distribuciéon del peso molecular, primero se inyectaron cuatro proteinas
“estandar” de peso molecular conocido para definir los intervalos de tiempo de retencion
correspondientes a diferentes pesos moleculares. Para analizar la distribucién molecular de las muestras,
el area total del cromatograma se integra primero a 215 nm y después se separa en fracciones
correspondientes a las cinco categorias de peso molecular. Los resultados se expresan en porcentaje de
proteinas solubles por categorias de peso molecular.

La determinacién de la parte soluble en la fase moévil se obtiene de manera analoga a la del agua,

pero al 25% (temperatura del analisis).

Ml Resultados

1. Fraccion oleosa

Los resultados para la fraccion oleosa se muestran en las figuras 4, 5 y 6.

Las figuras 4 y 5 relacionadas con el contenido de humedad y el contenido de sedimentos
muestran la separacién de la fraccion oleosa es significativamente mejor en el método de acuerdo con la
invencion. En efecto, vemos en estas figuras un mayor contenido de humedad y sedimento en la fraccion
oleosa de acuerdo con el método comparativo. Este resultado es inesperado porque es bien conocido por
los técnicos en la materia que el aumento de una fase y/o el calentamiento generalmente mejora la

separacioén de fases de un medio complejo.
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Ademas, en la figura 6, se puede ver que el indice de perdxido de la fase oleosa obtenida por el
proceso de acuerdo con la invencion es menor al de la fase oleosa obtenida por el método comparativo.
La fase oleosa obtenida por el método de acuerdo con la invencién presente una mejor capacidad de
conservacion. Esto es particularmente ventajoso ya que permite evitar o reducir la adicion de
conservadores como antioxidantes.

2. Fraccién acuosa

Los resultados para la fraccion oleosa se muestran en las figuras 7 a 13.

En la figura 7, hay un menor contenido de humedad para la fraccion acuosa obtenida por el
método de acuerdo con la invencién. Debido a la dilucién, el contenido de materia seca es menos
importante en el método comparativo, que en consecuencia requiere mayor maquinaria para recuperar la
parte (materia seca) que es de interés y un uso mas intenso en términos de consumo de energia y
particularmente agua.

Las figuras 8 a 10 relacionadas con el contenido de sedimentos, el contenido de emulsion y el
contenido de lipidos muestran que la separacién de la fraccidon acuosa es significativamente mejor en el
método de acuerdo con la invencién En efecto, en estas figuras se muestra un mayor contenido de
sedimentos, emulsion y lipidos en la fraccion oleosa de acuerdo con el método comparativo. Este
resultado es inesperado porque es bien conocido por los técnicos en la materia que el aumento de una
fase y/o el calentamiento generalmente mejora la separacion de fases de un medio complejo.

También se observa que:

- enlafigura 11, la digestibilidad pépsica de las proteinas de la fracciéon acuosa obtenida por el
metodo de acuerdo con la invencidon es mejor que la obtenida por el método comparativo; y

- en la figura 12, el contenido de trehalosa de la fracciéon acuosa obtenida por el método de
acuerdo con la invencion es mejor que el obtenido por el método comparativo.

La presencia de trehalosa es interesante porque la trehalosa tiene la capacidad de estabilizar las
proteinas y, por lo tanto, se considera un conservador biolégico natural.

Finalmente, la figura 13 muestra 3 fotografias de la fraccion acuosa obtenida mediante el método
de acuerdo con la invencién, o mediante el método comparativo, y posteriormente se liofilizé. La fraccion
acuosa obtenida por el método de acuerdo con la invencion tiene un color particularmente mas claro. De
estas figuras se deduce que se obtiene un producto diferente mediante el método de acuerdo con la
invencion. Esta diferencia de color puede explicarse potencialmente por la reaccidon de Maillard que
puede tener lugar durante las etapas de coagulacion y calentamiento acuoso que se llevan a cabo en el
meétodo comparativo. En la reaccion de Maillard, las proteinas de tamafio pequefo presentes en el medio
tienen mas probabilidades de reaccionar, reduciendo el contenido de proteinas pequefas en el medio.
Esto puede resultar en particular una disminucién en la digestibilidad de la fraccion acuosa.

3. Fraccién sélida

Los resultados para la fraccion solida se muestran en las figuras 14 a 17.

En la figura 14, se puede ver que el contenido de trehalosa de la fraccidon sdlida obtenida por el

método de acuerdo con la invencion es mejor que el obtenido por el método comparativo
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En la figura 15, se puede constatar que el contenido parcialmente soluble de la fraccién sdélida
obtenida por el método de acuerdo con la invencion es mejor que el obtenido por el método comparativo.
Es ventajoso tener un contenido significativo parcialmente soluble porque la porcién soluble facilita la
formulacién de los alimentos y proporciona una mejor biodisponibilidad, incluida la liberacién de proteinas
mas pequenas.

En las figuras 16 y 17, se demuestra que el contenido de proteinas pequefas, es decir, proteinas
menores a 550Da, es mayor en la fraccion sdlida obtenida por el método de acuerdo con la invencién que
en la obtenida por el método comparativo.

Por lo tanto, se puede constatar que las proteinas pequenas se conservan mejor mediante el
método de acuerdo con la invencion. Esto resulta en una mayor solubilidad en agua o en fase mévil y en
una proporciéon de proteinas mas importante de tamano pequefio en esta fracciéon sélida, el método
comparativo probablemente contribuya a la degradacion de estos productos durante las fases de
coagulacion y calefaccion.

4. Consumo de energia

Finalmente, se realizaron célculos de consumo de energia para comparar el método de acuerdo
con la invencion con los dos métodos comparativos.

El método comparativo a una dilucién 1:0.5 genera un costo 19.8 veces mayor que el del método
de acuerdo con la invencion y el método comparativo a una dilucion de 1:0.75 genera un costo 20.2

veces mayor que el del método de acuerdo con la invencion.



