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RESUMEN  
 

 

En los últimos años se ha observado un creciente interés en la producción de péptidos 

bioactivos a partir de proteínas de insectos, debido a que se ha reportado pueden tener efectos (e.g., 

antihipertensivos, antidiabéticos y antioxidantes) en la salud. La obtención de péptidos bioactivos 

de insectos por fermentación con BAL ha sido poco explorada. Por lo tanto, el objetivo del presente 

estudio fue evaluar la capacidad antioxidante e inhibición de la enzima convertidora de 

angiotensina (IECA) de extractos solubles en agua obtenidos a partir de harinas de gusano de la 

harina (Tenebrio molitor) (HGH) y de chapulín (Sphenarium purpurascens) (HCH) fermentadas 

por Lactoccocus lactis NRRL B-50571 o B-50572. Primero, las cepas fueron pre-adaptadas a las 

condiciones de fermentación. Posteriormente, las harinas inoculadas con las bacterias se 

fermentaron por 24, 48 o 72 h a 30 °C. Se registró el pH, se obtuvieron los extractos solubles, y se 

les determinó el grado de hidrólisis. Posteriormente, se obtuvieron fracciones <3 kDa, y se 

determinaron el contenido de proteína y la capacidad antioxidante (TEAC, DPPH, ORAC y FRAP), 

e IECA. Los resultados mostraron que las mejores condiciones de pre-adaptación fueron con una 

concentración de dextrosa de 3.5% y de proteína de 0.5%. Se registró una disminución (p<0.05) 

del pH a las 24 h, sin cambio (p>0.05) a las 48 y 72 h. Adicionalmente, se observó incremento 

(p<0.05) de la proteína amínica y el grado de hidrólisis de 0.2 y 0.42% para la HCH y HGH, 

respectivamente. Se observó un incrementó (p<0.05) en la actividad antioxidante por los métodos 

TEAC, ORAC y DPPH, para las fracciones de los dos tipos de harina fermentada con las cepas de 

estudio, mientras que por FRAP, sólo se observó para la fracción de HGH con ambas cepas. En 

contraste, la actividad disminuyó para la fracción HCH. En general, la mayor capacidad 

antioxidante se observó en las fracciones de harina de HCH fermentadas durante 24 h por L. lactis 

NRRL B-50572. La actividad IECA de las fracciones de harina de ambos insectos se evaluó a las 

24 h de fermentación con la cepa B-50572. La fracción de HGH presentó un IC50 de 1.34 mg/mL, 

mientras que la de HCH un IC50 de 0.78 mg/mL. Los resultados encontrados en este estudio 

muestran el potencial uso de cepas específicas de Lactococcus lactis para la fermentación de 

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

 

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

bioactivos.  
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ABSTRACT  

 

 

In recent years, there is growing increasing interest in the production of bioactive peptides 

from insect proteins, due to their reported health effects such as antihypertensive, anti-diabetic, and 

antioxidant activity. Several microorganisms have been used for the fermentation process that leads 

to generation of bioactive peptides. However, few studies have been reported on the use of lactic 

acid bacteria in insect fermentation. Therefore, the aim of the present study was to evaluate the 

antioxidant activity and inhibition of the angiotensin converting enzyme (ACE) of the water-

soluble extracts obtained from mealworm (Tenebrio molitor) (GH) and grasshopper (Sphenarium 

purpurascens) (CH) fermented by Lactoccocus lactis NRRL B-50571 and B-50572. First, the 

strains were pre-adapted to the fermentation conditions with different percentages of insect flour 

and dextrose. Subsequently, both insect samples were inoculated individually with each of the 

bacteria strains and allowed to fermented for 24, 48 or 72 h at 30 °C. At the end of the respective 

fermentation times, the pH was recorded, and the soluble extracts were obtained, for which the 

degree of hydrolysis was determined. Fractions <3 kDa were obtained, and the protein content and 

antioxidant capacity (TEAC, DPPH, ORAC and FRAP) and ACE inhibitory activity was measured. 

The results showed that the best pre-adaptation conditions were a dextrose concentration of 3.5% 

(v/v) and a protein concentration of 0.5% (w/v). In the fermented samples, the pH decreased 

(p<0.05) to 4.0 at 24 h without changing(p>0.05) at 48 and 72 h.  Additionally, an increase (p<0.05) 

in amine protein and degree of hydrolysis of 0.2 and 0.42% was observed for CH and GH flour, 

respectively, fermented with both bacteria. Antioxidant activity increased (p<0.05) in TEAC, 

ORAC and DPPH, respectively, for the two insect samples and both bacteria strains, while in FRAP 

the increase was only observed for GH with both bacteria strains; while, for CH the FRAP activity 

decreased during fermentation. Likewise, the highest antioxidant activity was observed in CH 

samples fermented for 24 h by L. lactis NRRL B-50572. Regarding the ACE inhibitory activity, 

both insects were evaluated at 24 h of fermentation with strain B-50572, GH presenting of IC50 of 

1.34 mg/mL whereas CH IC50 of 0.78 mg/mL. The results found in this study show the potential 

use of Lactococcus lactis strains for insect fermentation and the generation of bioactive peptides 

with antioxidant and antihypertensive activity. 

 

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

 

 

En los últimos años ha incrementado el interés por el uso de los insectos comestibles como 

una fuente alternativa de alimentos, debido a su alto valor nutritivo y a que puede contribuir a la 

seguridad alimentaria, un problema a nivel mundial (FAO, 2017; Jongema, 2012). Los insectos 

han demostrado ser una fuente alternativa de proteínas de calidad, que pueden utilizarse en la 

elaboración de alimentos, por lo que el cultivo de insectos ha aumentado considerablemente, y se 

prevé que para el año 2023, se genere un aumento en las ganancias de los países productores 

(Hurtado et al., 2018; Wageningen University & Research, 2018).  

Adicionalmente, se ha considerado que los insectos, por su alta concentración de proteína, pueden 

ser una buena fuente de péptidos bioactivos con efectos positivo en la salud de quien los consume 

(Vercruysse, et al., 2009; Zielińska, et al., 2018; Hall et al., 2018). En este sentido, diversos 

estudios han demostrado que la hidrólisis enzimática de proteínas de insectos, como el gusano de 

la harina (Tenebrio molitor), gusano de la hoja de algodón (Spodoptera littoralis), langosta 

(Schistocerca gregaria) y grillo (Gryllodes sigillatus; Acheta domesticus) puede liberar péptidos 

con actividad antihipertensiva, antioxidante, antiinflamatoria y antidiabética (Vercruysse et al., 

2009; Tao et al., 2017; Hall et al.,2018; Mishyna et al. 2019). 

Por otra parte, la fermentación de insectos con diferentes microorganismos es otra tecnología que 

se ha utilizado para la generación de péptidos bioactivos. Por ejemplo, se han utilizado diversos 

microorganismos tales como Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Aspergillus oryzaep, 

Pediococcus acidilactici, Lactobacillus curvatus, y Staphylococcus xylosus, para favorecer la 

liberación de dichos péptidos (Cho et al., 2018) y compuestos aromáticos que generan sabores 

específicos; además, los compuestos que se generan son más fáciles de digerir y con una mayor 

biodisponibilidad en el sistema digestivo (Yi et al., 2016; Mouritsen et al., 2017). 

De los diversos microorganismos que se han utilizado para la fermentación de distintas matrices 
proteicas, Lactococcus es uno de los géneros de BAL que se han destacado por sus características 
de fermentación y producción de péptidos bioactivos. Diversos estudios han demostrado que leches 
fermentadas con cepas específicas de Lactococcus lactis aisladas de productos lácteos artesanales 
tienen la capacidad de liberar péptidos con actividad antioxidantes e inhibidores de la enzima 
convertidora de angiotensina (ECA) (Rodríguez-Figueroa et al., 2012; Beltrán-Barrientos et al, 
2018).  
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Sin embargo, no se ha explorado la capacidad de éstas cepas para fermentar proteína de insectos y 

liberar péptidos con actividad antioxidante y/o inhibidores de la ECA. Por lo que el objetivo del 

presente trabajo fue evaluar la capacidad antioxidante e inhibitoria de la enzima convertidora de 

angiotensina de los extractos acuosos < 3 kDa obtenidos de la fermentación de harina de gusano 

de la harina (Tenebrio molitor) y chapulín (Sphenarium purpurascens) empleando cepas 

específicas de Lactococcus lactis. 
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2. ANTECEDENTES 

 

 

2.1. Insectos: Características Generales y Distribución Geográfica 

 

 

Los insectos, del latín insectum “con cuerpo con muescas o dividido”, pertenecen al grupo de 

artrópodos y se caracterizan por poseer un exoesqueleto quitinoso, su cuerpo está dividido en tres 

partes (cabeza, tórax y abdomen), tienen tres pares de patas articuladas, ojos compuestos y dos 

antenas. Se estiman que existen entre 6 y 10 millones de especies a nivel mundial, y tienen la 

capacidad de adaptarse fácilmente a las condiciones ambientales (Van Huis et al., 2013; Gullan et 

al., 2014).  

En los ecosistemas terrestres representan una gran parte de la biomasa, además cumplen un papel 

fundamental en el control biológico, polinización y bioconversión de material orgánico en 

descomposición. Es así que, entre todas las especies conocidas más del 75% son insectos y se 

caracterizan por ser de tamaño pequeño, requiriendo poco espacio para su crianza y una cantidad 

de alimento menor en comparación con otros animales como el ganado y aves (Van Huis et al., 

2013; Gullan et al., 2014).  

Adicionalmente, un gran porcentaje de insectos forman parte de la gastronomía de muchos países 

debido a su composición nutrimental (Van Huis et al., 2013; Gullan et al., 2014), por lo que, los 

insectos comestibles son un recurso renovable natural comúnmente consumidos por un tercio de la 

población mundial, siendo América Latina, África, Asia y algunas partes de Australia, donde 

principalmente se consumen (Figura 1) (Wageningen University & Research, 2018) (Ramos-

Elourdy, 2007; Van Huis et al., 2013).  

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

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

 

Cuadro 1 Insectos consumidos en el mundo 
País Insecto Referencia 

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

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

 
 
 
Halloran et al.,2018 
 
 

EE. UU. 
Grillo (Acheta domesticus), 
gusano de la harina (Tenebrio 
molitor) 

India Alrededor de 80 especies de 
insectos comestibles. 

Tailandia 

langostas, grillos, chinches 
gigantes de agua, orugas de 
bambú, escarabajos, larvas y 
hormigas del gorgojo de la palma 

Hanboonsong et al., 
2010  

China 20 especies de insectos  Feng et al., 2018 

Australia Hormigas melíferas 
(Myrmecocystus) 

Quirce, Felippini y 
Micó, 2013 
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En México hay registro de 549 especies de insectos comestibles, los cuales son consumidos a lo 

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

(Ramos-Elourdy, 2006).  

 

 

 
Figura 2. Distribución de insectos comestibles en México. Fuente: Ramos-Elourdy, 2006 

Indonesia 
Saltamontes, grillo, termitas, 
larvas del gorgojo de la ´palma de 
sagú y de abeja 

Camboya Tarántulas gigantes 

España Saltamontes, grillos, crisálidas de 
gusanos de seda 

Argentina Orugas 

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

África Termitas  
Vietnam Grillos 

 
Varios países 

Escorpiones, lombrices, 
mariposas, gusanos del bambú, 
cigarras 
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Entre los insectos que se consume en México está el “gusano del mezquite” Thasus gigas, y las 

hormigas Myrmecosistus melliger y M. mexicanus, las cuales se encuentran en áreas planas de 

zonas áridas y sus nidos están bajo tierra. Otro insecto que se encuentra ampliamente distribuido 

en toda la República Mexicana es la avispa Polybia Mocc. Nigratella (Fernández, 1989; Ramos-

Elourdy y Pino, 2003; Ramos-Elourdy, 2006).  

Los escamoles (Liometopum), el gusano del agave blanco (Aegiale hesperiaris Walk.), larvas del 

gusano Opuntia (Laniifera cyclades D.), el gusano del maíz (Helicoverpa zea B.), el gusano 

soldado hormiga (Spodoptera frugiperda S.), gusano del agave rojo (Xyleutes 

redtembacheri Hamm.) y el gorgojo Scyphophorus acupunctatus son ejemplos de insectos 

consumidos en el estado de Hidalgo. 

Mientras que en Oaxaca se consume el chapulín del género Sphenarium, en Hidalgo los amues, los 

jumiles (Atisis Taxcoensis) en Morelos y Guerrero, las hormigas chicatanas (Atta mexicana) en 

Chiapas y Veracruz, así mismo en Chiapas se consume la cuetla¸ que es la larva de la mariposa 

Latebraria amphypiroides (Ramos-Elorduy & Pino, 2001; Ramos-Elourdy, 2007). 

Por otra parte, la producción de insectos de manera industrial en México, es reciente, y, entre los 

insectos que se comercializan se encuentran el gusano de la harina (T. molitor) (Optiprot®) 

(Carreño, D. 2020) y grillo (Acheta domesticus) (Griyum®) (Urrejola, J., 2019). Sin embargo, es 

de interés, evaluar cuál es el impacto ambiental que se genera, durante la producción de insectos 

comestibles. 

 

 

2.2. Impacto Ambiental del Cultivo de Insectos 

 

 

Investigaciones respaldan el potencial uso de los insectos como fuente de proteínas, que puedan 

contribuir para abastecer la necesidad de alimentos en el mundo. La producción de insectos, posee 

ventajas ambientales, en comparación con la producción de animales convencionales, pues su 

producción genera menos presión ecológica debido a que no contribuyen considerablemente a la 

emisión de gases de efecto invernadero, además de ser altamente sostenibles al necesitar menos 

cantidad de alimento, agua y suelo, disminuyendo así la erosión de la tierra; por otra parte 
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contribuyen a la seguridad alimentaria, debido a su consumo y a que pueden generar ingresos 

cuando son comercializados (Van Huis y Oonincx, 2017; Wendin et al., 2019).  

Por otra parte, a pesar del bajo impacto ambiental, generado durante su producción, es importante 

considerar cuáles son los problemas ambientales que se generan durante la misma (Figura 3).  

Además, se ha reportado que los niveles de emisión (CO2, N2O, NH3) directas e indirectas, 

producidas por los insectos, son más bajos que los reportados para ganado convencional. Todos 

estos factores, que evalúan el impacto que se puede generar al medio ambiente por cierto tipo de 

producto a lo largo de toda la cadena alimenticia, en este caso de los insectos, es mediante la 

evaluación del ciclo de vida (LCA, por sus siglas en inglés). Actualmente se conocen LCA del 

gusano de la harina, grillo doméstico, moscas soldado negro y moscas domésticas (Miglietta et al., 

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

 

2.3. Insectos Comestibles y su Valor Nutrimental 

 

 

Desde siglos atrás los insectos comestibles han desempeñado un papel importante en distintas 

culturas alrededor del mundo. Estos han tenido impacto en diversos aspectos relacionados con las 

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

La entomofagia (consumo de insectos en la dieta), se ha reportado en 130 países, siendo esenciales 

en las dietas de aproximadamente 3071 grupos étnicos (Costa-Neto y Dunkel, 2016), y una práctica 

frecuente en al menos dos mil millones de personas alrededor del mundo (Van Huis et al., 2013; 

Pal y Roy, 2014).  

Existen alrededor de 2000 especies de insectos comestibles, de los cuales los escarabajos 

(Coleóptera), orugas (Lepidóptera), abejas, avispas y hormigas (Himenóptera) son los más 

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

 

 

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

 

 

En este sentido, debido a la gran diversidad de especies, la composición nutrimental es diferente y 

están en función de la especie, etapa metamórfica, hábitat y factores de reproducción como la dieta, 

temperatura, agua y la ubicación geográfica, así como del procesamiento del insecto para su 

consumo, el cual puede modificar su valor nutrimental (FAO, 2017; Wendin et al., 2019).  

Entre los principales componentes nutricionales, el contenido de proteína, es uno de los más altos 

el cual varía entre 20 y 70% (base seca), y generalmente contienen una alta proporción de 
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aminoácidos esenciales, seguido de las grasas, las cuales presentan una alta cantidad de ácidos 

grasos poliinsaturados y contienen omega 3 y 6, además contienen fibra, minerales como el 

magnesio y el hierro, vitaminas como la D y B12. Son ricos en micronutrientes como el cobre, 

manganeso, fósforo, selenio y zinc, contienen riboflavina, ácido pantoténico, biotina y algunos 

insectos tienen ácido fólico, dichos componentes los hacen muy atractivos para su consumo en la 

alimentación humana, y son comparables con otras fuentes de proteínas como la carne, el pescado 

y la soya (Rumpold y Schlüter, 2013; Jongema, 2012; FAO, 2017; Wendin et al., 2019). 

Por otra parte, los insectos contienen quitina en su exoesqueleto, la cual representa el 10% de la 

biomasa total, y ésta puede ser considerada como fibra dietética en nuestro metabolismo 

(Muzzarelli et al., 2012), ya que se han encontrado la presencia de quitinasas en jugos gástricos de 

humanos; así como AMcase y quitotriosidasas, pertenecientes a la familia de las 18 

glicosilhidrolasas (Paoletti et al., 2007; Muzzarelli et al., 2012), por lo que los insectos comestibles 

se pueden considerar como una fuente valiosa de fibra. 

La composición nutrimental de los insectos, ofrece una alternativa como fuente de proteína, con el 

fin de satisfacer la demanda de la población, ya que se prevé que para el año 2050, la población 

alcanzará cifras de aproximadamente diez millones de personas. Debido a esto, la demanda de 

alimentos irá incrementando constantemente, haciendo necesario el uso de otras fuentes 

alternativas de proteína, ya que el aumento de la producción agrícola será tan solo del 70%, 

mientras que la demanda mundial de alimentos será de un 100% (Wendin et al., 2019). A pesar de 

que los insectos pueden ser una fuente alternativa de proteína para consumo humano, éstos deben 

cumplir con la legislación de cada país para poder ser comercializados y consumidos.  

 

 

2.4 Legislación 

 

 

La regulación sobre la producción de alimentos es amplia en todos los países, sin embargo, las 

regulaciones sobre los insectos como alimento aún son escasas y varía de acuerdo a cada país, lo 

cual puede ser un obstáculo para el desarrollo de la industria de alimentos basados en insectos (Van 

Huis et al., 2013). 

En Europa, de acuerdo al Reglamento (UE) 2015/2283 del Parlamento Europeo y del Consejo, los 
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insectos son considerados como nuevos alimentos una vez que estos se hayan avalado por la 

Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y aprobada por la Comisión Europea (Zielińska, et 

al. 2018; Wendin et al., 2019).  

En suiza, sólo el grillo (Acheta domesticus) y langosta (Locusta migratoriain), en etapa adulta, y 

gusano de la harina (Tenebrio molitor) en etapa larvaria, pueden ser comercializados enteros o en 

harina (FOAG, 2017). Mientras que, en Australia y Nueva Zelanda, el comité asesor de normas 

alimentarias sobre “Novel foods” (ACNF) permite el consumo de súper gusano de la harina 

(Zophobas morio), grillo de casa (Acheta domesticus) y gusano de la harina (Tenebrio molitor) 

(FSANZ 2018). 

En Canadá la normatividad expuesta por el ministerio de salud establece que los insectos que no 

tienen historial de uso seguro como alimento (consumo reciente) pueden ser considerados como 

“nuevos alimentos”, y deberán ser evaluados como tal, mientras que los insectos que no se 

consideran “nuevos alimentos” se pueden ofrecer a la venta a los consumidores, siempre y cuando 

cumplan con lo establecido por la Ley y Reglamentos de Alimentos y Drogas (Secciones 4, 5 y 7 

de la Ley y la División 28 del reglamento) (Halloran et al., 2018). 

En México, por el contrario, los insectos se consumen y comercializan ampliamente en la mayor 

parte del territorio mexicano, y hasta el momento no existe una reglamentación respecto al cultivo, 

comercialización y consumo (Elourdy, Pino, y Conconi 2006). Además de contar con una 

regulación para su producción y consumo, es importante garantizar que el consumo de insectos sea 

inocuo y no cause algún daño potencial al consumidor. 

 

 

 2.5. Aspectos de Seguridad en el Consumo de Insectos 

 

 

Para asegurar que el consumo de insectos es inocuo y seguro, es necesario evaluar los posibles 

efectos adversos que estos pudieran generar al consumidor, puesto que el consumo de insectos es 

una práctica que se ha ido extendiendo como una nueva tendencia en ciencias de la alimentación, 

teniendo su mayor expansión desde el año 2013, posterior a que la FAO y WUR publicara "Insectos 

comestibles: perspectivas futuras para la seguridad alimentaria y la alimentación" (Van Huis et al., 

2013); desde entonces, el número de publicaciones referentes a insectos ha aumentado 
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considerablemente, sin embargo, a pesar de la basta información que existe sobre los beneficios de 

los insectos, se encuentran algunos aspectos de inocuidad y alergenicidad, que complican su 

propagación (Gere et al., 2019).  

Cuando se habla de insectos comestibles y su inocuidad, las autoridades de seguridad alimentaria 

afrontan nuevos desafíos, debido a que algunas de las especies de insectos pueden presentar riesgos 

potenciales a la salud del consumidor, tales como químicos, biológicos (microbianos y parasitarios) 

o alérgicos (Figura 5). Por otra parte, se encuentra el hecho de que los insectos pueden ser 

alimentados con casi todo (desde desechos hasta alimentos preparados (Belluco et al., 2013; Gere 

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

Han et al. (2014), evaluaron la genotoxicidad del polvo liofilizado de gusano de la harina utilizando 

un modelo con ratas Sprague-Dawley (SD) machos y hembras y se observó que el consumo de 3 

g/kg de peso corporal/día no provocó cambios significativos en la mutación inversa, aberración 

cromosómica (in vitro en células de pulmón de hámster chino) y en micronúcleos (in vivo en 

ratones). Adicionalmente, no se observó cambios en células epiteliales, glóbulos rojos y glóbulos 

blancos, así como daño en los órganos.  Por lo que el consumo de dicho insecto, en las condiciones 

estudiadas, no representa un riesgo a la salud. 

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

es debido a que algunas especies contienen proteínas de tipo tropomiosinas, las cuales reaccionan 
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de forma cruzada similar a las reacciones alérgicas provocadas por una proteína miofibrilar 

presente en camarones y crustáceos (Palmer, 2016). Dicha proteína miofibrilar es un alérgeno que 

consta de un dímero en espiral de 35-38 kDa; además se ha reportado una identidad en la secuencia 

de la tropomiosina (75-85 %) presente en ácaros y en algunos artrópodos como el grillo (Pedrosa 

et al, 2015).  

Así mismo se han identificado otros alérgenos menores de artrópodos, tales como la cadena ligera 

de miosina, fructosa bifosfato aldolasa, actina, enolasa, α-tubulina y la β-tubulina (Phiriyangkul et 

al., 2015; Van Broekhoven et al., 2016).  

Se ha evaluado la reacción cruzada de IgE en muestras de gusano de la harina (T- molitor, Zophobas 

(Zophobas atratus) y coleóptero de la cama (Alphitobius diaperinus) después ser tratadas 

térmicamente y de ser sometidas a un proceso de digestión gastrointestinal. Los resultados 

mostraron reactividad cruzada con tropomiosina, α-amilasa o arginina quinasa demostrando así 

que las personas alérgicas a los ácaros del polvo o a los crustáceos, pueden estar en riesgo al 

consumir éstos tipos de insectos, puesto que, aunque el procesamiento con calor y la digestión in 

vitro disminuyeron la reacción cruzada, no la eliminaron (Van Broekhoven et al., 2016). 

También se ha evaluado el potencial alergénico de la langosta de Bombay (Patanga succincta) 

antes y después de un proceso de cocción (fritas). Cuando la langosta se sometió al proceso de 

freído se observó la presencia de hexamerina, piruvato quinasa, enolasa y gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH) como alérgenos, mostrando así el efecto que puede tener el 

procesamiento térmico en la alteración de alergenicidad de los alérgenos presentes en los insectos 

(Phiriyangkul et al., 2015). 

De igual manera, se evaluó la alergenicidad de hidrolizados de proteína de grillo. Proteínas de 

grillos no hidrolizados o parcialmente hidrolizados (15 a 50%) reaccionaron positivamente a la 

tropomiosina, mientras que a mayor porcentaje de hidrólisis (60 a 85%) no presentaron tal reacción. 

Estos resultados indicaron que a mayor grado de hidrólisis disminuye el efecto alergénico (Hall et 

al. (2018). 

Además, Stull et al. (2018) mediante un ensayo cruzado aleatorio doble ciego, evaluaron el efecto 

del consumo de 25 g de polvo de grillo/día en la composición de la microbiota intestinal, seguridad 

y tolerancia al consumo. Observaron que el consumo de grillo es tolerable y no tóxico a la dosis 

estudiada, de acuerdo a los parámetros de signos clínicos, peso corporal y de órganos, consumo de 

alimentos, oftalmología, análisis de orina, hematología, química del suero y examen 



 

28 
 

histopatológico.  Así mismo observaron el aumento de la bacteria probiótica Bifidobacterium 

animalis, la cual aumentó 5.7 log durante el consumo del polvo de grillo, así mismo relacionaron 

su consumo con la reducción de TNF-α en plasma, sugiriendo que el consumo de grillo puede 

ayudar a mejorar la salud intestinal y a reducir la inflamación sistémica. 

Por lo anterior, los insectos podrían ser una alternativa de proteínas en la formulación de alimentos, 

contribuyendo así a la seguridad alimentaria.  

 

 

2.6. Incorporación de los Insectos en la Industria de Alimentos 

 

 

A pesar de que el consumo de carne es de gran importancia por sus proteínas y otros nutrientes, en 

los últimos años, ha surgido el interés en buscar nuevas alternativas de proteína que sustituyan a la 

carne, puesto que es uno de los mayores contribuyentes del cambio ambiental, en cuanto a 

emisiones de gases de efecto invernadero, uso de la tierra y agua, además, se ha aumentado la 

preocupación por el bienestar animal, la salud humana y las direcciones de producción (Van der 

Weele, 2019). 

Recientemente, la industria de los alimentos a explorado el uso de ingredientes alternativos que se 

semejan a la carne, tales como tejidos de animales poco convencionales (e.g., bisonte, avestruz), 

así como la carne cultivada y productos veganos (proteína de plantas y algas).  Otra tendencia 

alimentaria que ha tomado gran relevancia es el consumo de insectos como alimento, debido a su 

aporte nutrimental. Sin embargo, el consumo de alimentos que incluyan en su composición insectos 

es relativamente bajo y poco explorado (Van der Weele, 2019). 

Entre los productos que han sido desarrollados a base de insectos se encuentran sustitutos de carne 

(concentración de 15 a 50% de materia seca), desarrollando así un producto similar a la carne en 

cuanto a textura, dureza y composición de proteínas. Otro producto fue elaborado a partir de 40% 

de proteína del gusano de la harina menor o escarabajo de la camada (Alphitobius diaperinus) con 

5 o 10% de fibra de soya (materia seca), obteniendo una mezcla similar a la carne con 25 y 30.8% 

de contenido de proteína (Smetana et al. 2018). 

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

Emergido et al. (2016), se evaluó la aceptación de cuatro mezclas de hamburguesas (carne de res / 
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lentejas / gusanos de la harina / carne de res, gusanos y lentejas), observando que la aceptación 

estaba influenciada por la apariencia y sabor, por lo que la hamburguesa a base de insectos recibió 

una calificación intermedia, y los panelistas mostraron una mayor preferencia por la hamburguesa 

de gusano de la harina y la de carne. 

En México, recientemente ha aumentado el consumo de insectos integrados en alimentos de manera 

industrial. Uno de los ejemplos de empresas que comercializan insectos en forma de alimentos es 

Winkos®, empresa que crea botanas a base de harina de chapulín (S. purpurascens), así como 

Gricha®, empresa que comercializa galletas elaboradas con chapulín (S. purpurascens), por otra 

parte, se encuentran las empresas que distribuyen insectos en forma de harina, tales como Griyum®, 

que comercializa harina de grillo (Acheta domesticus) y OptiProt®, empresa que comercializa 

harina de gusano de la harina (Tenebrio molitor).  

Por otra parte, además del desarrollo de productos, los insectos pueden usarse como fuente de 

proteínas funcionales para uso en la industria de alimentos. Hall et al. (2017), demostraron que los 

hidrolizados de proteína de grillo (Gryllodes sigillatus) presentan diversas propiedades tecno-

funcionales. Los hidrolizados mostraron 30% de solubilidad a pH de 3 y 7 y un 50 a 90% a pH 8 y 

10, (respecto al testigo no hidrolizado), mientras que el índice de actividad de emulsión se encontró 

entre 7 y 32 m2 / g y la formación de espuma de 100 y 155% para todos los hidrolizados.  

En otro estudio realizado por Mishyna et al. (2019), se evaluaron las propiedades funcionales de la 

proteína soluble de saltamontes comestibles (Schistocerca gregaria) y de abejas (Apis mellifera), 

las cuales fueron extraídas con tres métodos distintos, encontraron resultados similares de 

funcionalidad a los reportados por Hall et al. (2017), quienes observaron que los métodos de 

extracción modificaban las propiedades funcionales de las proteínas. Los autores encontraron que 

en los extractos con sonicación la mayor estabilidad de la emulsión se logró después de 120 

minutos. La mayor estabilidad (74.1 %) de la espuma se encontró en las fracciones de extractos de 

saltamontes, obtenidos con soluciones alcalinas, mientras la estabilidad de la espuma fue de 55.5 

% para la fracción de abeja obtenida por sonicación, a diferencia del polvo crudo y desgrasado, lo 

cual sugiere el potencial uso de los insectos para su aplicación en alimentos. 

Zielińska, et al. (2017b) evaluaron las propiedades tecno-funcionales de las proteínas de tres 

especies de insectos comestibles, a saber, grillo casero tropical (Gryllodes sigillatus), langosta del 

desierto (Schistocerca gregaria) y gusano de la harina (Tenebrio molitor), obtenidas mediante 

hidrólisis con NaOH. Los resultados mostraron que la capacidad de retención de agua fue más alta 
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para las proteínas del gusano de la harina, mientras que la mayor capacidad de retención de aceite 

la presentó el hidrolizado del grillo casero, así mismo presentó la mayor capacidad de espuma, 

estabilidad de espuma y actividad emulsificante. Por otra parte, las proteínas de la langosta del 

desierto mostraron la mayor actividad de estabilidad de la emulsión. 

Por otra parte, Purschke et al. (2018), observaron que la hidrólisis enzimática (por las proteasas: 

alcalasa, neutrasa, flavouryzyme, papaína) de la langosta migratoria (Locusta migratoria L.) 

mejoraban las propiedades tecno-funcionales de la proteína, es decir, mayor actividad 

emulsionante, mayor capacidad de formación de espuma y capacidad de unión al aceite, lo cual 

demuestra su potencial uso en la industria de alimentos. 

Los insectos además de ser una fuente de proteínas para consumo, éstos pueden ser también una 

fuente de obtención de péptidos bioactivos que puedan ejercer un efecto benéfico a la salud humana 

ya sea en forma de nutracéuticos o formando parte de un alimento funcional (Venegas ‐ Ortega, et 

al., 2019). 

 

 

2.7. Insectos como Fuente de Péptidos Bioactivos 

 

 

2.7.1. Péptidos Bioactivos  

 

 

Los péptidos bioactivos son pequeñas secuencias de aminoácidos unidos covalentemente por 

enlaces peptídicos, que se encuentran encriptados de forma inactiva dentro de la secuencia de una 

proteína nativa, y que al ser liberados pueden presentar un efecto positivo en la salud (Karami y 

Akbari-adergani, 2019; Chauhan y Kanwar, 2020). 

Los péptidos bioactivos son capaces de ejercer un papel importante en la regulación y modulación 

metabólica; ya que estos pueden desencadenar respuestas fisiológicas en el cuerpo influyendo en los 

efectos protectores contra algunas enfermedades y sus factores de riesgo, ya que se ha reportado que 

éstos, después de ser digeridos, pueden ser absorbidos en el intestino,  entrar a circulación sistémica 

y llegar a través del torrente sanguíneo hasta la célula Diana donde ejercerán el efecto benéfico en el 

organismo (Erdmann, et al., 2008; Hall et al., 2018; Karami y Akbari-adergani, 2019). 
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Dichos péptidos pueden obtenerse mediante diversos procesos tales como síntesis recombinante de 

ADN (basada en el uso de técnicas de clonación y uso de ribosomas de los sistemas biológicos para 

la formación de péptidos), hidrólisis enzimática, química, y microbiana (Figura 6). 

 

 

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

 

2.7.1.1. Métodos de obtención de péptidos bioactivos 

Síntesis recombinante de ADN: la obtención de péptidos por la tecnología de ADN recombinante 

implica el uso de métodos modernos de clonación y expresión genética en microorganismos, tales 

como E. coli, B. subtilit y B. megaterium, que producen un péptido recombinante o muchos 

péptidos diferentes simultáneamente (Wang et al., 2011).  

Hidrólisis enzimática: Se utilizan enzimas de tipo proteasas, en forma inmovilizada o libre para la 

catálisis de los de enlaces peptídicos. Algunas de las enzimas más utilizadas son quimiotripsina, 

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

los péptidos obtenidos (Figura 7). 

 

 

 
Figura 7. Factores que influyen en las actividades biológicas de los péptidos obtenidos por 
hidrólisis enzimática. Adaptado de Karami y Akbari-adergani, 2019. 
 

 

Hidrólisis química: Es el método más antiguo utilizado para la obtención de péptidos bioactivos, 

para lo cual se utilizan distintos reactivos químicos para la activación del grupo carboxilo 

(RCOOH) del aminoácido, que a su vez donará el grupo acilo (R- CO-) para la formación de 

enlaces peptídicos (Machado et al., 2004). 

Fermentación: En la obtención de péptidos bioactivos mediante fermentación se utilizan 

microorganismos en lugar de las enzimas purificadas, en donde la naturaleza del microorganismo 

utilizado determinará el tipo, cantidad y la actividad de los péptidos bioactivos que se producirán 

(Chauhan y Kanwar, 2020).  

En este sentido, se han utilizado diversos tipos de microorganismos para la obtención de péptidos 
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bioactivos a partir de la fermentación de diversas matrices alimenticias, siendo las bacterias ácido 

lácticas las más utilizadas. El sistema proteolítico de las bacterias disminuye la complejidad de las 

proteínas para usarlas en su metabolismo, además, durante el proceso se generan péptidos simples 

los cuales pueden presentar diversas bioactividades (Daliri, et al., 2017).  

El sistema proteolítico de las BAL (Figura 8) consiste principalmente en: a) proteinasas de 

envoltura celular, que degradan la caseína extracelular (proteína de la leche) en oligopéptidos b) 

transportadores de péptidos  que absorben los péptidos en la célula y c) diversas peptidasas 

intracelulares (Christensen et al., 1999; Savijoki et al, 2006)  mediante las cuales transforman los 

péptidos en péptidos más pequeños y aminoácidos, que utilizarán para llevar a cabo diversas 

funciones fisiológicas, como el control de pH intracelular, generación de energía metabólica, 

resistencia al estrés y biosíntesis de proteínas, así mismo, algunos de estos péptidos pueden 

presentar alguna bioactividad (Fernández y Zúñiga, 2006).  

 
Figura 8. Representación esquemática del modo de acción del sistema proteolítico de los 
Lactococcus en las caseínas. PrtM, proteína responsable de la maduración de PrtP; PrtP, proteinasa 
de la pared celular. Sistemas de transporte peptídico: Opp, transportador de oligopéptidos; DtpT, 
transportador de di- y tripéptidos hidrofílicos; Dpp, sistema de transporte de di- y tripéptidos 
hidrofóbicos. Peptidasas intracelulares: endopeptidasas PepO y PepF; aminopeptidasas generales 
PepN y PepC; aminopeptidasas específicas PepX, PepP y PepL, iminopeptidasa PepI, tripeptidasa 
PepT, prolidasa PepQ, dipeptidasas PepD y PepV y prolinasa PepR. Adaptado de Savijoki et al., 
(2006). 
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2.7.2. Péptidos Bioactivos de Hidrolizados de Proteínas de Insectos 

 

 

Se han realizado diversos estudios para evaluar el potencial uso de las proteínas de insectos como 

fuente de péptidos bioactivos, siendo la hidrólisis enzimática el método de obtención más común. 

Los péptidos antihipertensivos obtenidos mediante hidrólisis enzimática de la proteína de insectos, 

son los que más se han estudiado (Vercruysse et al., 2009; Tao et al., 2017; Hall et al.,2018). 

Adicionalmente, se han obtenido péptidos con otras bioactividades (Cuadro 2), como actividad 

antitumoral (Hu et al., 2005), actividad antiobesogénica (Lee et al., 2012) y actividad antioxidante 

(Yang et al., 2013). Además, se han aislado péptidos antimicrobianos con un amplio espectro de 

actividad y con baja citotoxicidad (Otvos, 2000); lo cual demuestra el potencial uso de los insectos 

comestibles, los cuales podrían usarse en forma de nutraceúticos (e.g. cápsulas con péptidos 

bioactivos) o como ingredientes en alimentos funcionales. 

 

 

Cuadro 2. Bioactividades evaluadas de péptidos bioactivos obtenidos por hidrólisis enzimática a 
partir de insectos. 

Insecto  Enzima  Bioactividad evaluada Referencia  

Grillo rayado (Gryllodes 
sigillatus 

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

actividad antioxidante, 
inhibición de la enzima 
convertidora de 
angiotensina (ECA) y de 
la dipeptidil peptidasa-4 
(DPP-IV)  

Hall et al., 2018 

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

alcalasa  Inhibición de la ECA Dai et al., 2013  

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

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

Actividad antioxidante  Zielińska et al., 
2017a 
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Larvas de gusano de la 
harina (Tenebrio 
molitor), langostas 
adultas (Schistocerca 
gregaria) y grillos 
adultos (Gryllodes 
sigillatus), pre tratadas 
térmicamente  

digestión 
gastrointestinal in 
vitro (pepsina, sales 
biliares y 
pancreatina)y 
absorción   

Actividad antioxidante y 
antiinflamatoria  

Zielińska et al., 
2017b 

Mosca doméstica (musca 
domestica) 

Alcalasa ® y 
Flavourzyme ™  Actividad antioxidante Wang et al., 

2013 
Gusano de seda (Bombyx 
mori) Alcalasa  Actividad antioxidante  Liu et al., 2017 

Larvas de mosca soldado 
(Hermitia illucens) Alcalasa  Actividad antioxidante  Mintah et al., 

2019 
 

 

2.7.3. Fermentación de Insectos 

 

 

En los últimos años, la fermentación de insectos se ha usado para la elaboración de productos de 

consumo humano. Por ejemplo, Mouritsen et al. (2017) elaboraron salsas fermentadas tipo 

“garum”, utilizando larvas de polilla de cera (Galleria mellonella) y saltamontes (Locusta 

migratoria), fermentadas con koji-kin (Aspergillus oryzae).  

Así mismo, elaboraron un producto fermentado marinado a base de larvas de gusano de la harina 

(T. molitor) utilizando un cultivo iniciador comercial para carne Bactoferm F-LC (Chr. Hansen, 

E.E.U.U.), el cual que consiste en una mezcla de Pediococcus acidilactici, Lactobacillus curvatus 

y Staphylococcus xylosus. Posteriormente, los mismos autores, fermentaron una pasta de gusano 

de la harina (T. molitor) utilizando 6 distintos cultivos iniciadores, a saber. Lactococcus 

lactis, Lactobacillus curvatus, L. farciminis, L. plantarum, L. sakei y Pediococcus acidilactici 

(Borremans et al., 2018). 

Por otra parte, Cho et al. (2018), elaboraron un condimento líquido fermentado a base de larvas de 

gusano de la harina (T. molitor), mediante el proceso de fermentación de la salsa de soja, utilizando 

Aspergillus oryzae y Bacillus licheniformis. Mientras que Zhao et al. (2018), elaboraron salsas de 

gusano de la harina (Tenebrio molitor), grillo (Gryllus bimaculatus) y gusano de seda (Bombyx 

mori). 

Aunque la obtención de péptidos bioactivos a partir de proteínas de insectos, ha sido en gran parte 
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mediante el uso de enzimas comerciales, algunos estudios han evidenciado la capacidad de 

diferentes microorganismos, incluyendo BAL, para la obtención de péptidos bioactivos a partir de 

distintas fuentes proteicas, tales como leche, carne, vegetales e incluso a partir de la proteína de 

insectos, aunque este último caso ha sido poco estudiado.   

En la Cuadro 3, se mencionan algunos estudios donde se han obtenido diversos péptidos bioactivos 

a partir de la fermentación de diversos insectos.  

Como se mencionó anteriormente, diversos estudios han demostrado que cepas de Lactococcus 

lactis aisladas de productos lácteos regionales, tienen la capacidad de liberar péptidos con actividad 

antioxidantes e inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) durante la 

fermentación de leche (Rodríguez-Figueroa et al., 2012; Beltrán-Barrientos et al, 2018), sin 

embargo, no se ha explorado la capacidad de éstas cepas para fermentar proteína de insectos y 

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

Insecto Microorganismo Bioactividad evaluada Referencia 

Gusano de seda (Bombyx mori 

L.) 

 

Bacillus subtilis /Lactobacillus 

hilgardii 
antioxidante, fibrinolítica  Cha et al., 2009 

Gusano de seda (Bombyx mori 

L.) 

 

Bacillus subtilis y Aspergillus 

kawachii 

actividad antioxidante y 

fibrinolítica 
Cha et al., 2011 

 

Bacillus subtilis KACC 91157 

 

actividad antioxidante, 

fibrinolítica, y antiproliferativa 
Kim et al. 2017a   

efecto hepatoprotector Kim et al. 2017b 

 

 

larvas de escarabajo Protaetia 

brevitarsis seulensis  

 

Lactobacillus plantarum JBMI 

F3, L. plantarum JBMI F5, 

Lactobacillus gasseri Ba9, 

Aspergillus kawachii KCCM 

32819, Saccharomyces cerevisiae 

KACC 9302 y Bacillus subtilis 

KACC 91157 

 

 

actividad antioxidante y 

actividad fibrinolítica 

So-Yeon et al. 2018 

 

Bacillus subtilis KACC 91157 
actividad antioxidante y 

actividad fibrinolítica 
So-Yeon et al. 2019  
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3. HIPÓTESIS  

 

 

Extractos obtenidos de la fermentación de gusano de la harina (Tenebrio molitor) y chapulín 

(Sphenarium purpurascens) con cepas específicas de Lactococcus lactis presentan actividad 

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

 

 

4.1. Objetivo General 

 

 

Evaluar la capacidad antioxidante e inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina de los 

extractos < 3kDa obtenidos de la fermentación de harina de gusano de la harina (Tenebrio molitor) 

y chapulín (Sphenarium purpurascens), empleando cepas específicas de Lactococcus lactis. 

 

 

4.2. Objetivos Específicos 

 

 

1. Establecer las condiciones de fermentación de harina de gusano de la harina (Tenebrio 

molitor) y chapulín (Sphenarium purpurascens) por las cepas de estudio. 

2. Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos < 3kDa obtenidos a partir de la 

fermentación de harina de gusano de la harina y chapulín. 

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

fermentación de harina de gusano de la harina y chapulín 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

 

5.1. Medios de Cultivo y Reactivos  

 

 

Los materiales que se utilizaron en la presente investigación fueron: caldo M17, Peptona (DIFCO, 

Detroit, MI, EE.UU.), el kit DC Protein Assay (BioRad Laboratories, INC, Hércules, CA, EE.UU.). 

Tetraborato de sodio (Na2B4O7), cloruro de sodio (NaCl), acetato de etilo, Hippuril-L-Histidil-L-

Leucina, ácido clorhídrico (HCl), hidróxido de sodio (NaOH), enzima convertidora de angiotensina 

(ECA) (Pulmón de conejo, EC. 3.4.15.1, 5 unidades), fosfato de sodio (NaHPO4), fosfato disódico 

(Na2HPO4), albúmina sérica bovina (BSA), radical catión ABTS (ácido 2,2’-azino-bis (3-

etilbenzotiazolin-6-sulfónico), ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico (Trolox), 

fluoresceína, 2,2`-azobis (2-amidinopropano) dihidroclorado (AAPH), 2,2-Difenil-1-

Picrilhidrazilo (DPPH), ácido tricloroacético (TCA), carbonato de calcio y reactivo de Folin-

Ciocalteu, fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU.). Mientras 

que Fluoraldehyde™ o-Phthaldialdehyde (OPA) de Thermo Fisher (Ciudad de México, México.), 

la membrana de 3 kDa (0.22 µm, Ultracel Amicon Ultrafiltration Discs) de Millipore, (Billerica, 

MA, EE.UU.) y el TPTZ (2,4,6-tripiridil-s- triazina) se adquirió de Fluka (parte de Sigma Aldrich 

Co. LLC, Gillingham, Reino Unido). 

 

 

5.2. Cultivos Bacterianos de Trabajo 

 

 

Las cepas de trabajo fueron Lactococcus lactis NRRLB-50571 y NRRLB-50572, las cuales fueron 

previamente aisladas de requesón y queso Chihuahua, respectivamente (Gutiérrez-Méndez, et al., 

2008). Estas cepas forman parte de la colección de bacterias ácido lácticas del Laboratorio de 

Química y Biotecnología de Productos Lácteos de la Coordinación de Ciencia y Tecnología de 

Alimentos de Origen Animal, del Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo, A.C. 
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5.3. Preparación de las Muestras de Harina de Gusano de la Harina y Chapulín   

 

 

La harina de gusano de la harina (Tenebrio molitor) fue obtenida de la empresa OptiProt®
 

(Cuernavaca, Morelos, México), mientras que las muestras de chapulín (Sphenarium 

purpurascens) fueron obtenidas de un mercado tradicional en la ciudad de Oaxaca, Oaxaca. En el 

caso específico de las muestras de chapulín, se realizó un proceso de lavado durante 30 min y 

agitación constante, utilizando agua purificada, y haciendo recambio de agua a los 15 minutos, 

posteriormente, se secaron a temperatura ambiente durante 24 h. Una vez obtenida la muestra seca, 

se molieron (molino de café Hamilton Beach, EE.UU.) y ambas (gusano de la harina y chapulín) 

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

 

 

5.4. Preparación de las Muestras a Inocular 

 

 

Las muestras de harina (gusano de la harina y chapulín) se disolvieron al 0.5 % en PBS pH 7.0 

±0.02 (usando la mitad de PSB para completar con el caldo M17), y se homogenizaron utilizando 

un agitador mecánico (VWR® Analog Vortex Mixer™, West Chester, PA, EE.UU.) a 1500 rpm 

(velocidad 5) durante 30 s. Posteriormente se sometieron a un tratamiento térmico (110 °C, 10 min) 

y a un tratamiento de sonicación (30 min, 50°C) empleando un procesador ultrasónico (VWR 

Aquasonic™ 50D, Ultrasonic Cleaner, San José, CA, EE.UU.) con un ajuste de 9 (50Hz),  por otra 

parte, el caldo M17 se preparó (concentrado a la mitad) y se esterilizó por separado (121 °C, 15 

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

 

 

5.5. Caracterización Fisicoquímica  

 

 

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

cruda y proteína. Cada determinación se realizó por triplicado. 

 

 

5.5.1. Humedad 

 

 

La humedad de las muestras se determinó mediante la pérdida de peso por calentamiento en estufa. 

La pérdida de peso se expresó como porcentaje. Se pesó un gramo de muestra en un crisol ajustado 

previamente a un peso constante. Los crisoles con muestra fueron colocados en una estufa (VWR 

Sheldom 1350 GM, EE.UU.) a una temperatura de 100 °C ± 2 °C por 4 h, posteriormente, los 

crisoles con la muestra seca se colocaron en un desecador por 20 min, y se registró el peso, 

nuevamente, los crisoles se colocaron 30 min en la estufa y 20 min en el desecador. Este 

procedimiento se repitió hasta obtener un peso constante de las muestras. Los cálculos para 

determinar el contenido de humedad a partir de la pérdida de peso de la muestra se calcularon con 

la siguiente fórmula: 

 

 

% de humedad =  
(M1 − M2)

M
∗ 100 

Donde: 
M1 = peso del crisol más muestra húmeda. 
M2 = peso del crisol más muestra seca. 
M = peso de la muestra. 
Las muestras secas se utilizaron para determinar el contenido de grasa. 
 
 
5.5.2. Grasa  

 

 

La determinación de grasa cruda se realizó por el método Soxhlet. Se pesó 1.5 g de muestra en un 
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papel filtro colocado dentro de un cartucho de extracción, ambos previamente pesados. El cartucho, 

con la muestra, se colocó en el tubo de extracción. Se utilizó un matraz con 50 mL de éter de 

petróleo, y se realizó el proceso de extracción durante 6 h. Una vez finalizada la extracción se 

eliminó el solvente por evaporación (Centrivap concentrator LABCONCO, EE.UU.), 

posteriormente, el matraz con la muestra de grasa se llevó a secado en una estufa (VWR Sheldom 

1350 GM, EE.UU.) a 100 ± 2 °C por 10 min, se enfrió en desecador y se registró el peso (Sartorius 

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

 

 

% de grasa cruda = ( 
(M1 − M2)

M
) ∗ 100 

 

Donde: 

M= peso de la muestra 

M1= peso del matraz sin muestra 

M2= peso matraz con grasa 

 

 

5.5.3. Fibra Cruda 

 

 

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

Se pesó 1 g de muestra seca desgrasada y se colocó dentro de un matraz bola de 250 mL, y se le 

adicionaron 50 mL de una solución de ácido sulfúrico al 1.25 %. El matraz se colocó en una parrilla 

de calentamiento (Corning hot plate Scholar PC-170, EE.UU.) a 80°C y se conectó a un sistema de 

refrigeración durante 30 min para su digestión.  El matraz se agitó periódicamente para evitar que 

los sólidos se adhirieran a las paredes.  La muestra digerida se filtró (embudo buchnner) y se 

realizaron dos lavados (25 mL de agua hirviendo) en el matraz que contenía la muestra y se volvió 

a filtrar. Después, se colocó nuevamente la muestra en el matraz y se adicionaron 50 mL de solución 

de hidróxido de sodio al 1.25% y se colocó en una parrilla de calentamiento (80°C) y se conectó al 

sistema de refrigeración por 30 min.  Posteriormente, las muestras se filtraron y se realizaron tres 

lavados consecutivos. El primer lavado fue con 10 mL de ácido sulfúrico al 1.25%, el segundo con 



 

44 
 

10 mL de agua caliente (50 °C) y el tercero con 10 mL de etanol. La muestra lavada se transfirió a 

un crisol a peso constante, se secó por 2 h a 100 ± 2 °C, se enfrío en un desecador durante 20 min 

y se pesó. Posteriormente, se carbonizó el contenido del crisol en el mechero y se calcinó durante 

30 min a 500 °C en una mufla (Thermolyne Thermo Scientific, EE.UU.). Finalmente se enfrió en 

desecador por 20 min y se registró el peso.  

El porcentaje de fibra se determinó de acuerdo a la siguiente fórmula:  

 

 

% de fibra cruda = ( 
(M1 − M2)

M
) ∗ 100 

Donde:  

M= peso de la muestra  

M1= peso de la muestra seca 

M2=peso de las cenizas 

 

 

5.5.4. Cenizas  

 

 

La determinación del contenido de cenizas en la muestra se determinó mediante el método de 

calcinación directa. 

Se pesó 1 g de muestra y se colocó en un crisol a peso constante. La muestra se calcinó lentamente 

en el mechero hasta que dejó de desprender humo. Después, el crisol con la muestra calcinada se 

colocó en una mufla, a una temperatura de 500 °C por 1 h, hasta que las cenizas estuvieron blancas 

o grises.  Posteriormente, los crisoles se colocaron en el desecador durante 20 min y se pesaron. La 

fórmula para determinar el porcentaje de cenizas fue la siguiente: 

 

 

% de cenizas =
(W1 − W2)

W
∗ 100 

Donde: 

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

W=Peso de la muestra. 

 

 

5.5.5. Proteínas 

 

 

La determinación de proteínas se realizó por el método Micro-Kjeldahl.  

Se pesó 0.1 g de muestra desgrasada y se depositó dentro de un matraz de digestión.  Se agregaron 

1.5 g de mezcla catalizadora (la cual fue preparada con 5g de CuSO4 y 93g de Na2SO4) y 3 mL de 

ácido sulfúrico concentrado en el matraz que contenía la muestra. Los matraces fueron colocados 

en el digestor micro-Kjeldahl (Rapid distillation unit LABCONCO, EE.UU.). La muestra se digirió 

hasta que quedó totalmente clara. Después se dejó enfriar y se adicionaron 10 mL de agua destilada 

para disolverla. La muestra digerida fue colocada en un destilador micro-Kjeldahl y se neutralizó 

con aproximadamente 20 mL de NaOH al 40 %, hasta que se tornó de color café. En la plataforma 

de recepción del destilador, se colocó un matraz Erlenmeyer de 50 mL con 15 mL de ácido bórico 

al 4% y 3 gotas de indicador (0.125g de rojo de metilo y 0.0825 de azul de metileno en 100 mL de 

etanol). Las muestras se titularon con HCl 0.1 N. 

 Los cálculos fueron los siguientes: 

 

 

% de nitrógeno =
V ∗ N ∗ 0.014 ∗ 100

M
 

 

 

Donde:  

V= ml de HCl 0.1N gastados en la titulación 

N= normalidad de la solución de HCl 

M= g de la muestra 
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Para el cálculo del porcentaje de proteína se utilizó la siguiente fórmula: 

 

 

% de proteína = % de nitrógeno ∗ FC 

 

 

Factor de conversión (Janssen et al., 2017):  

FC= 4.76 para gusano de la harina 

FC = 4.5 para chapulín   

 

 

5.6. Propagación, Selección de Condiciones para la Pre-adaptación de las Cepas a la Proteína de 

Gusano de la Harina y Chapulín 

 

 

Las cepas de trabajo fueron propagadas (1% v/v) mediante 3 sub-cultivos (30 °C) en caldo M17 

adicionado con dextrosa (5% v/v). Durante el primer sub-cultivo L. lactis NRRLB-50571 fue 

incubado 18 h, mientras que Lactococcus lactis NRRLB-50572 se incubó 12 h. Los siguientes sub-

cultivos fueron de 6 y 4 h para ambas. 

A partir del último sub-cultivo, se tomó una alícuota (1%) y se inóculo en medio M17 con dos 

concentraciones diferentes de dextrosa (3.5 y 5%) y tres de harina de gusano de la harina y chapulín 

(0.1, 0.5 y 1%) (Cuadro 4). Los cultivos se incubaron a 30 °C durante 12 h con agitación constante 

(500 rpm) utilizando un agitador orbital con temperatura controlada (500 rpm, Shaker, Labline 

Instruments 3540 Orbit, EE.UU.)  

 

 

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

Tratamiento 
(T) % harina  % dextrosa 

A 0.1 
3.5 B 0.5 
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C 1 
D 0.1 

5 E 0.5 
F 1 

 

 

Cada hora se tomó una muestra (200 μL) y se registró la densidad óptica (DO600 nm) en un 

espectrómetro multimodal (SpectraMax M3, Molecular Devices, C.A.). Con los datos obtenidos se 

calcularon los parámetros cinéticos (fase de latencia, tiempo de generación y velocidad máxima de 

crecimiento) ajustando las curvas de crecimiento con el modelo de Gompertz. Tomando en 

consideración los parámetros cinéticos calculados, se seleccionaron los niveles de harina y dextrosa 

que se utilizaron para el ensayo de fermentación.  

Una vez seleccionada los niveles de harina y dextrosa, y previo a los ensayos de fermentación, las 

bacterias fueron pre-adaptadas a la presencia de los dos tipos de proteína (gusano de la harina / 

chapulín). Para ello, las muestras de harina (gusano de la harina y chapulín) se disolvieron al 0.5 

% en agua estéril (usando la mitad de agua para completar con el caldo M17), y se homogenizaron 

utilizando un agitador mecánico (VWR® Analog Vortex Mixer™, West Chester, PA, EE.UU.) a 

1500 rpm (velocidad 5) durante 30 s. Posteriormente se sometieron a un tratamiento térmico (110 

°C, 10 min) y a un tratamiento de sonicación (30 min, 50°C) empleando un procesador ultrasónico 

(VWR Aquasonic™ 50D, Ultrasonic Cleaner, San José, CA, EE.UU.) con un ajuste de 9 (50Hz),  

por otra parte, el caldo M17 se preparó (concentrado a la mitad) y se esterilizó por separado (121 

°C, 15 min), finalmente se mezclaron en condiciones de esterilidad y se adicionó 3.5% de dextrosa 

estéril. 

Y a partir del último sub-cultivo en caldo M17 (4 h), se tomó una alícuota al 1% y se inoculó en 

medio M17 estéril adicionado con dextrosa y cada una de las harinas de estudio, y se incubaron a 

30 °C con agitación constante durante 5 h, y se realizaron dos sub-cultivos consecutivos bajo las 

mismas condiciones, con el objetivo de reducir la fase de latencia, así mismo, a las 5h es el tiempo 

en el cual las bacterias se encuentran a mitad de su fase exponencial de crecimiento. Finalmente, 

la concentración celular se determinó en placas de agar M17 utilizando la técnica de vertido en 

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

 

 

Para el proceso de fermentación, las muestras desgrasadas de gusano de la harina y chapulín, se 

disolvieron en una solución amortiguadora de fosfato (pH 7.0 ± 0.2) al 0.5% (p/v) y se aplicó un 

tratamiento térmico (110 °C, 10 min), con el objetivo de eliminar microorganismos propios de la 

muestra, adicionalmente se aplicó un tratamiento de sonicación (30 min/50 °C) (Mintah et al., 

2019) y se evaluó la concentración de proteína por el método de Lowry (descrito en la siguiente 

sección), antes y después del tratamiento. Posteriormente, se adicionó 3.5% de dextrosa estéril, y 

a partir del último sub-cultivo (tercer sub-cultivo) del proceso de pre-adaptación, se tomó una 

alícuota al 3%.  Las mezclas se incubaron durante 24, 48 y 72 h a 30 °C, con agitación constante 

(500 rpm). Durante la fermentación se monitoreó la disminución del pH. Al final del respectivo 

periodo de fermentación, las muestras se centrifugaron (3600 x g, 30 min, 4°C) y el sobrenadante 

(extracto crudo) se recolectó y almacenó a -20° C hasta su posterior análisis.  

Para evaluar la capacidad antioxidante e inhibición de la ECA de las muestras fermentadas, se 

obtuvieron fracciones <3kDa, utilizando una membrana de corte de 3 kDa (0.22 µm, Ultracel 

Amicon Ultrafiltration Discs). 

 

 

5.8. Cuantificación de Proteína   

 

 

La concentración de proteína de las muestras (extracto crudo y fracciones <3 kDa) se cuantificó 

por el método modificado de Lowry. Para ello, se siguió las instrucciones del manual del kit DC 

Protein Assay kit (ANEXO 11.2).  Brevemente, se colocaron 5 µL de las muestras en una 

microplaca de 96 pocillos (Corning™, Costar®, Tewksbury, MA, EUA), más 25 µL de reactivo A 

y 200 µL de reactivo B. Las mezclas fueron incubadas durante 15 min en obscuridad y 

posteriormente se registró la lectura en un espectrofotómetro (SpectraMax M3) a una absorbancia 

de 750nm.  

La concentración peptídica se determinó empleando una curva estándar de 5 puntos (ANEXO 11.1) 

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



 

49 
 

5.9. Determinación del Grado de Hidrólisis Mediante el Método de Ortoftaldialdehído  

 

 

Los grupos α-amino libres (h) se cuantificaron por espectrofotometría utilizando el reactivo 

Fluoraldehyde™ o-Phthaldialdehyde (OPA, Nilse et al., 2001).  

Para realizar la determinación, se tomaron 500 µL de los extractos crudos obtenidos de la 

fermentación. Posteriormente, se adicionaron 500 µL de TCA al 24% (v/v), la mezcla se dejó 

reposar 10 min. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, los sobrenadantes se recolectaron 

por centrifugó (3600 x g, 40 min), y se almacenaron a -20 °C hasta su posterior análisis (Hall et 

al., 2018). 

Para la cuantificación de los grupos α-amino libres se mezclaron 20 µL de los sobrenadantes 

previamente colectados, en una microplaca de 96 pozos (Corning™), con 200 µL del reactivo OPA. 

La mezcla se dejó reposar durante 2 min y se registró la fluorescencia a una longitud de excitación 

de 340 nm y 436 de emisión (SpectroMax M3). El ensayo se realizó en condiciones de oscuridad. 

El grado de hidrólisis se calculó con la siguiente fórmula: 

 

 

%H  =  � ℎ
ℎ𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡

� ∗ 100 

 

 

Donde htot es la hidrólisis total de la proteína presente en las muestras de harina con HCl (6M, 150 

°C, 6h) (Vázquez et al., 1994). La concentración de α- amino liberados se cuantificó en relación a 

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

 

 

5.10. Actividad Antioxidante 

 

 

La actividad antioxidante se evaluó en los extractos <3kDa (E<3) y se realizó por cuatro métodos: 

TEAC, ORAC, DPPH y FRAP. Además, se cuantificó el contenido de polifenoles. Todos los 

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

 

 

5.10.1. Determinación de la Actividad Antioxidante por el Método TEAC 

 

 

El radical ABTS se preparó con la mezcla de ABTS (7mM) y persulfato de potasio (2.45 mM). 

Para ello se pesaron 0.096 g de ABTS y 0.0166 g de persulfato de potasio y se disolvieron por 

separado en 5 mL de agua milli-Q. Posteriormente, las dos soluciones se mezclaron y se aforó a 25 

mL dejándose incubar a 30 °C durante 16 h en condiciones de oscuridad. Posteriormente, la 

solución del radical ABTS se diluyó con PBS hasta obtener una DO734 nm = 0.7 ± 0.02. Finalmente, 

5 µL de los extractos (E<3) se mezclaron con 200 µL de radical ABTS ajustado y se incubó por 7 

min a 30 °C y se registró la absorbancia (Re et al. 1999; Zulueta et al., 2009). 

Se preparó una solución de Trolox (en metanol al 80%), la cual se utilizó para preparar una curva 

estándar (0-500 μM) (ANEXO 11.1). Los resultados se expresaron como μM equivalentes de 

Trolox. 

 

 

5.10.2. Determinación de la Actividad Antioxidante por el Método ORAC 

 

 

La capacidad antioxidante por este método se determinó siguiendo la metodología establecida por 
Zulueta et al. (2009) con algunas modificaciones. Se mezclaron 50 µL de extractos (E<3) con 40 
µL de fluoresceína (78 mM), y se añadieron rápidamente 40 µL de radical AAPH (221 mM) con 
una micropipeta multicanal (Sartorius™ Biohit™ Proline™ Plus Multichannel Mechanical 
Pipetter, EE.UU.). Inmediatamente se dejó incubar durante 3 h a 37 °C y registró la fluorescencia 
(Exc485 nm, Em535 nm) cada 5 min, con agitación de 10 s antes de cada lectura. 
Los datos obtenidos se normalizaron con respecto a la curva del blanco (PBS), realizando la 
multiplicación de los datos originales por el factor fluorescencia blanco, t=0 /fluorescencia 
muestra=0 (Dávalos et al., 2004; Zulueta et al.,2009). Posteriormente, los datos normalizados de 
fluoresceína se graficaron con respecto al tiempo, con el fin de obtener las áreas bajo la curva de 
decaimiento de fluoresceína:  
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1 + � 𝑓𝑓𝑓𝑓/𝑓𝑓0
𝑖𝑖=80

𝑖𝑖−1

 

 

 

Los valores de ORAC se refieren al área de protección neta de la fluoresceína, donde f0= 

fluorescencia en tiempo 0, fi= fluorescencia de cada uno de los tiempos evaluados. Las ecuaciones 

de regresión entre las áreas y la concentración de Trolox fueron calculados para todas las muestras. 

Los resultados se expresaron como μM de Trolox, utilizando una curva de calibración de 0-500 

μM (ANEXO 11.1). 

 

 

5.10.3. Determinación de la Actividad Antioxidante por el Método DPPH 

 

 

El ensayo se realizó siguiendo la metodología reportada por Herald et al. (2012). El radical DPPH 

(150 Mm) se preparó en una solución de metanol (80%), con agitación constante (1500 rpm, 2 

min). Posteriormente, 25 µL de extractos (E<3) fueron agregados en una micro placa y se 

mezclaron con 200 µL de la solución de DPPH. Las muestras se dejaron incubar por 30 min en 

oscuridad a temperatura ambiente, posteriormente se registró la absorbancia a 517 nm. 

Los resultados se expresaron como μM de Trolox, utilizando una curva de calibración de 0-500 

μM (ANEXO 11.1). 

 

 

5.10.4. Determinación de la Actividad Antioxidante por el Método FRAP 

 

 

El ensayo se realizó siguiendo la metodología propuesta por Benzie y Strain (1996) con las 

siguientes modificaciones. La solución FRAP se preparó mezclando 10 mL de solución 

amortiguadora de acetato (300 mM, ajustado a pH 3.6 con ácido acético) con 1 mL de TPTZ (10 

mM en HCl 40 mM) y 1 mL de cloruro férrico (Cl3Fe, 20 mM), la mezcla se agitó y se incubó a 

37 °C durante 30 min. Posteriormente, 25 μL de extracto (E<3) se mezclaron con 175 μL de FRAP. 
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La absorbancia se midió a 595 nm después de 30 min de incubación. Se utilizó un control que no 

contenía muestra y se midió la absorbancia de fondo agregando solución amortiguadora de acetato.  

Los resultados se expresaron como μM de Trolox, utilizando una curva de calibración de 0-500 

μM (ANEXO 11.2). 

 

 

5.10.5. Contenido de Polifenoles Totales 

 

 

Los compuestos polifenólicos totales fueron determinados por el método de Folin-Ciocalteu 

descrito por Singleton y Rossi (1995), con las siguientes modificaciones: se mezclaron 20 μL de 

extracto (E<3) con 200 μL de reactivo de Folin-Ciocalteu 0.2 N y se incubaron por 2 min a 

temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionaron 20 μL de carbonato de sodio (7.5% v/v).  La 

mezcla se incubó durante 30 min a temperatura ambiente y la absorbancia fue registrada a 765 nm.  

Los resultados se expresaron como mg /mL de ácido gálico, utilizando una curva de calibración de 

0-500 µg/mL (ANEXO 11.1). 

 

 

5.11. Actividad Inhibitoria de la Enzima Convertidora de Angiotensina 

 

 

Para evaluar el porcentaje de inhibición de la ECA se seleccionaron los extractos <3kDa que 

mostraron mayor actividad antioxidante y el ensayo realizó de acuerdo a la metodología descrita 

por Wú et al., (2002), el cual consistió en mezclar el sustrato Hipuril-Histidil-Leucina (HHL, 2.17 

mM), con una solución amortiguadora de boratos (100 mM conteniendo 300 mM de NaCl, pH 8.3), 

la enzima ECA (2mU/mL) y el inhibidor (E<3) en diferentes concentraciones (Cuadro 5), en un 

volumen final de 70 µL.  

El sustrato HHL, mezclado con la muestra (E<3), así como la ECA, se incubaron a 37°C durante 

10 min. Posteriormente, las dos soluciones se combinaron e incubaron en un Eppendorf-

Theromixer R Mixer (Brinkmann Instruments, New York, EE.UU.) con agitación constante a 450 

rpm durante 30 min a 37 °C, pasado el tiempo de incubación, la reacción se detuvo con la adición 

de 85 µL de HCl 1M. 
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Cuadro 5.   Mezcla de reacciones para ensayo de inhibición de actividad de ECA 

Reacción Sustrato 
(µL) 

Solución 
amortiguadora 

(µL) 

ECA  
(µL) 

Muestra  
(µL) 

Total 
(µL) 

Sustrato  50 20 - - 70 
Sustrato + enzima 50 10 10 - 70 
Muestra 50 - 10 10 70 

 

 

El análisis de los productos de reacción, ácido hipúrico (AH) y HHL, se realizó por cromatografía 

líquida (HPLC), para lo cual se utilizó un sistema HPLC Agilent serie 1260 (Agilent Technologies, 

Alemania) con columna ZORBAX Eclipse Plus C18 (4.6 x 100 nm, 3.5 µm), con detección a 228 

nm (arreglo de diodos DAD). La fase móvil consistió de un solvente A: agua DI (desionizada), y 

un solvente B: acetonitrilo, ambos con 0.05% de ácido trifluoroacético, con una velocidad de flujo 

de 0.5 mL/min (20µL con inyección automática). El programa de elución fue: un gradiente de 

acetonitrilo (solvente B) de 5 a 60% durante 10 min, dos min con el solvente B a 60% y 

posteriormente una reducción en gradiente de 60% a 5% B en un minuto y manteniendo a 5% B 

por 4 min. El % de inhibición de la actividad de la ECA se definió como:  

 

 

𝐼𝐼𝐼𝐼ℎ𝑓𝑓𝑖𝑖𝑓𝑓𝑖𝑖𝑓𝑓ó𝐼𝐼 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸 (%) = �𝐴𝐴−𝐵𝐵
𝐴𝐴
� ∗ 100   

 

 

Donde A: corresponde al área del ácido hipúrico (AH) resultante de la reacción del sustrato (HHL) 

y la enzima (ECA). B: área del ácido hipúrico (AH) resultante de la reacción del sustrato (HHL) y 

la enzima (ECA) en presencia del inhibidor. Los datos fueron procesados en el software 

ChemStation Agilent 11.  
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6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

 

 

Se realizó un diseño completamente al azar (DCA) y se realizó un análisis de varianza 

(ANOVA) de una vía al 95% de confianza para evaluar las bioactividades, mientras que para la 

selección de las condiciones de fermentación se realizó un DCA con arreglo factorial 2x2, (donde 

el factor % dextrosa tiene 2 niveles y el factor % harina 3 niveles, teniendo un total de 6 

tratamientos A-F). 

Así mismo se realizó una t-pareada para evaluar el efecto de la sonicación después del tratamiento 

térmico, donde la variable de respuesta fue el contenido de proteína.  

En caso de existir diferencias significativas en variables evaluadas entre las cepas y los 

tratamientos, se aplicó la prueba de Tukey-Kramer, considerando significativo cuando P<0.05. El 

análisis estadístico de los datos se realizó con el paquete estadístico NCSS, 2019 (Kaysville, UT, 

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

 

 

7.1.  Caracterización de las Muestras Gusano de la Harina y Chapulín  

 

 

El contenido de proteína, grasa, fibra, cenizas y humedad para el gusano de la harina fueron de 53, 

33, 7, 4.6 y 1.8%, respectivamente; mientras que para chapulín fueron de 60, 17.5, 8.3 y 9.8 y 3.9% 

respectivamente.  

Estos resultados son similares a los reportados en estudios previos. Por ejemplo, Bednárová (2013) 

reportó 50.7% de proteína para gusano de la harina¸ mientras que Rumpold y Schlüter (2013) 

reportan 61.32% para grillos. Ramos-Elourdy et al. (1997), reportaron porcentajes de 56 al 80% de 

proteína para especies del orden orthoptera (Sphenarium). Por otra parte, en lo que respecta a las 

muestras de gusano de la harina, no se observó diferencias en lo reportado en la etiqueta del 

producto comercial, para los parámetros evaluados. 

El porcentaje de grasa fue mayor para el gusano de la harina, mientras que la proteína fue menor, 

respecto a las muestras de chapulín. Este efecto podría atribuirse a que las especies que tienen un 

mayor contenido proteico tienen un menor contenido energético, por lo que las larvas son 

generalmente más ricas en energía en comparación con los insectos en etapa adulta, debido a su 

alto contenido de grasa (Bednárová, 2013; Kouřimská y Adámková, 2016). Nuestros resultados 

son similares a lo reportado por Bednárová (2013) quien reportó 36% de grasa para gusano de la 

harina. Por otra parte, Rumpold y Schlüter (2013) reportaron 13.4% para grillos, mientras que 

Ramos-Elourdy et al. (1997) reportaron porcentajes de 4 al 12% para especies del orden orthoptera 

(Sphenarium).  

En relación al contenido de fibra y cenizas, la harina de chapulín presentó porcentajes superiores 

(p<0.05) respecto a la harina del gusano de la harina, lo cual podría deberse a un mayor contenido 

de quitina en las muestras de chapulines. Estos resultados son similares a los reportados por 

Rumpold y Schlüter (2013) quienes reportaron porcentajes de 9.5% y 6.2 % en fibra y cenizas. 

mientras que Bednárová (2013), reportó un porcentaje de 18 % de fibra para gusano de la harina, 

siendo mayor que en nuestro estudio. El contenido de fibra en insectos comestibles está 

conformado principalmente por quitina la forma más común de fibra presente en los insectos, ya 
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que forma parte de su esqueleto, la cual se ha reportado, puede ser una fuente de   fibra en nuestro 

metabolismo, debido a la presencia de quitinasas en jugos gástricos humanos (Paoletti et al., 2007).  

Estas diferencias en la composición de los insectos podrían deberse a que existe una gran 

variabilidad en los componentes nutrimentales, y éstos varían según la especie, etapa metamórfica, 

hábitat y factores de reproducción como la dieta, la temperatura, el agua y la ubicación (FAO, 

2017; Wendin et al., 2019).  

Por lo que las diferencias entre los insectos en el presente estudio, pueden ser debido a factores 

como la etapa metamórfica en la cual se utilizaron, puesto que el grillo se utilizó en la etapa adulta, 

respecto a la etapa larvaria, en la que se utilizó el gusano de la harina. Por otra parte, los chapulines 

fueron obtenidos de un mercado local, en donde comúnmente son recolectados del campo, y no 

hay una estandarización respecto a la alimentación, mientras que las muestras de gusano de la 

harina, fueron obtenidos de una empresa en la cual se encuentran estandarizados los procesos. Así 

mismo, dichas diferencias se ven reflejadas por el orden al que pertenecen ambos insectos, puesto 

que el chapulín pertenece al orden de los ortópteros, mientras que el gusano de la harina a los 

coleópteros.  

 

 

7.2. Propagación y Pre-adaptación de Lactococcus lactis a la Harina de Gusano de la Harina y 

Chapulín 

 

 

Los tiempos de reactivación de las cepas fueron para Lactoccocus lactis NRRL B-50571 de 18, 6, 

4 h y para B-50572 de 12, 6, 4 h, tiempo en el cual las bacterias se encuentran en la fase 

exponencial, a diferencia de los tiempos reportados anteriormente en el que las bacterias se 

encuentran en la fase estacionaria tardía (Rodríguez-Figueroa, 2008). Se ha reportado que, durante 

la fase exponencial las bacterias se encuentran metabólicamente más activas, a diferencia de la fase 

estacionaria (William et al., 2002), lo que podría contribuir a tener una menor fase de adaptación, 

ya que al encontrarse en la fase estacionaria se tiene un mayor tiempo en la etapa de latencia, debido 

a que con frecuencia las células carecen de varios componentes esenciales para dividirse y se 

necesita tiempo para la síntesis de material genético necesario para su duplicación (Madigan et al., 

2008).  
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Para la selección de los niveles de harina y dextrosa que se utilizaron en los ensayos de 

fermentación se observó el efecto de la interacción en el arreglo factorial (P < 0.05) entre el % de 

harina y % de dextrosa.  

El efecto de estas condiciones en los parámetros cinéticos de L. lactis NRRL B-50571 con harina 

de gusano de la harina se presentan en la Cuadro 6. El menor tiempo de fase latencia (lag) y tiempo 

de generación se obtuvo con el T B (0.5% de harina / 3.5 % dextrosa), indicando que la bacteria 

necesitó menor tiempo para adaptarse a las condiciones del medio, y menor tiempo para la 

duplicación de la población. Adicionalmente se observó el mismo comportamiento en la cinética 

de crecimiento con todos los tratamientos en cuanto al tiempo de latencia, fase exponencial y 

estacionaria, a diferencia del T C, donde se obtuvo una menor absorbancia a partir de las 7 h, 

cuando la bacteria se encontró en fase estacionaria (Figura 9).  

Este comportamiento fue similar para L. lactis NRRL B-50571 con la de harina de chapulín y para 

L. lactis NRRL B-50572 con ambas harinas (gusano de la harina y chapulín), como se muestra a 

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

 

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

L. lactis NRRL B-50571 
gusano de la harina 

T % harina % dextrosa FL (h) MVC (h) TG (h) 
A 0.1 

3.5 
2.89 ± 0.14 a 0.43 ± 0.03 b 0.69 ± 0.05 ab 

B 0.5 2.38 ± 0.07 ac 0.46 ± 0.01 b 0.55 ± 0.02 a 
C 1 2.69 ± 0.13 a 0.41 ± 0.01 ab 0.71 ± 0.01 b 
D 0.1 

5 
3.02 ± 0.33 ab 0.54 ± 0.02 c 0.60 ± 0.08 ab 

E 0.5 2.64 ± 0.13 a 0.36 ± 0.03 a 0.83 ±0.06 c 
F 1 2.45 ± 0.13 a 0.42 ± 0.03 bd 0.70 ± 0.04 b 

Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre tratamientos (columnas) respecto a cada 
parámetro cinético. Los datos representan la media ± desviación estándar (n = 3). 
T: código del tratamiento  
FL: fase lag; MVC: máxima velocidad de crecimiento; TG: tiempo de generación. 
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Figura 9. Cinéticas de crecimiento de L. lactis NRRL B-50571 con los distintos tratamientos: 0.1, 
0.5 y 1.0 % de harina de gusano de la harina y 3.5 / 5% de dextrosa. 
 

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

L. lactis NRRL B-50571   
  Chapulín 

T % harina % dextrosa FL (h) MVC (h) TG (h) 
A 0.1 

3.5 
2.89 ± 0.14 b 0.44 ± 0.03 a 0.69 ± 0.05 a 

B 0.5 2.27 ± 0.29 a 0.46 ± 0.02  a 0.65 ± 0.02 a 
C 1 2.73 ± 0.13 ab 0.60 ± 0.05 b 0.50 ± 0.04 b 
D 0.1 

5 
2.60 ± 0.08 ab 0.50 ± 0.02 ab 0.60 ± 0.02 ab 

E 0.5 2.38 ± 0.24 a 0.47 ± 0.06 a 0.66 ± 0.09 a 
F 1 2.65 ± 0.14 ab 0.45 ± 0.04 a 0.67 ± 0.05 a 

Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre columnas respecto a cada parámetro cinético. 
Los datos representan la media ± desviación estándar (n = 3). 
T: código del tratamiento. 
FL: fase lag; MVC: máxima velocidad de crecimiento; TG: tiempo de generación. 
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Figura 10. Cinéticas de crecimiento de L. lactis NRRL B-50571 adicionado con 0.1, 0.5 y 1.0 % 

de harina de chapulín y 3.5 / 5% de dextrosa. 
 

 

Cuadro 8. Parámetros cinéticos de L. lactis NRRL B-50572 con 0.1, 0.5 y 1.0 % de harina de 
chapulín y 3.5 y 5% de dextrosa 

 

Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre columnas respecto a cada parámetro cinético. 
Los datos representan la media ± desviación estándar (n = 3). 
T: código del tratamiento.  
FL: fase lag; MVC: máxima velocidad de crecimiento; TG: tiempo de generación.  

 

L. lactis NRRL B-50572        
   chapulín 

T % harina % dextrosa F. Lag (h) MVC (h) TG (h) 
A 0.1 

3.5 
4.32 ± 0.46 a 0.49 ± 0.04 ab 0.61 ± 0.04 a 

B 0.5 3.96 ± 0.56 a 0.47 ± 0.04  a 0.65 ± 0.06 a 
C 1 4.56 ± 0.34 a 0.46 ± 0.02 a 0.65 ± 0.03 a 
D 0.1 

5 
4.56 ± 0.39 a 0.60 ± 0.02 b 0.50 ± 0.02 a 

E 0.5 4.27 ± 0.23 a 0.53 ± 0.08 ab 0.56 ± 0.07 a 
F 1 4.09 ± 0.31 a 0.41 ± 0.05 a 0.63 ± 0.08 a 
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Figura 11. Cinéticas de crecimiento de L. lactis NRRL B-50572 con 0.1, 0.5 y 1.0 % de harina de 
chapulín y 3.5 y 5% de dextrosa. 
 

 
Cuadro 9. Parámetros cinéticos de L. lactis NRRL B-50572 con 0.1, 0.5 y 1.0 % de harina de 
gusano de la harina y 3.5 y 5% de dextrosa. 

L. lactis NRRL B-50572        
   gusano de la harina 

T % harina % dextrosa FL (h) MVC (h) TG (h) 
A 0.1 

3.5 
4.63 ± 0.43 a 0.46 ± 0.05 a 0.66 ± 0.05 a 

B 0.5 3.43 ± 0.09 b 0.42 ± 0.04  a 0.72 ± 0.03 a 
C 1 4.13 ± 0.61 a 0.38 ± 0.55 a 0.72 ± 0.10 a 
D 0.1 

5 
4.27 ± 0.45 a 1.35 ± 0.32 c 0.41 ± 0.06 a 

E 0.5 4.16 ± 0.30 a 0.79 ± 0.18 b 0.39 ± 0.05 a 
F 1 3.88 ± 0.45 a 0.40 ± 0.01 a 0.97 ± 0.12 a 

Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre columnas respecto a cada parámetro cinético. 
Los datos representan la media ± desviación estándar (n = 3). 
T: código del tratamiento. 
FL: fase lag; MVC: máxima velocidad de crecimiento; TG: tiempo de generación.  
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Figura 12.  Cinéticas de crecimiento de L. lactis NRRL B-50572 adicionado con 0.1, 0.5 y 1.0 

% de harina de gusano de la harina y 3.5 / 5% de dextrosa. 
 
 
Una vez seleccionado el tratamiento B, se prosiguió a realizar la pre-adaptación de las bacterias a 
las muestras de harina.  En la Cuadro 10 se muestran los parámetros cinéticos de L. lactis NRRL 
B-50571 con harina de gusano de la harina y chapulín, de los sub-cultivos que se realizaron en el 
medio adicionado con harina. Los resultados mostraron que la fase de adaptación fue menor 
(P<0.05) al realizar el tercer sub-cultivo, para ambas harinas de insectos, indicando que el 
metabolismo de la bacteria tarda menos en producir las enzimas necesarias para comenzar a 
duplicarse en el medio (Madigan et al., 2008), dichos resultados concuerdan por lo reportado por 
Nielsen et al. (2015,). Así mismo la máxima velocidad de crecimiento fue en el tercer pase, 
mientras que el tiempo de generación fue menor en el segundo pase.  
Este comportamiento fue similar para L. lactis NRRL B-50572 con ambas harinas (chapulín y 
gusano de la harina) Cuadro 11.  
Por otra parte, se observó dicho comportamiento en las cinéticas de crecimiento (Figura 13), donde 
se puede observar una menor fase de adaptación al realizar un tercer pase para ambas bacterias con 
las respectivas harinas de insectos, lo cual podría verse reflejado en una mejor fermentación, tal y 
como lo reporta Nielsen et al. 2015, donde observan una mejor fermentación de la xilosa, después 
de pre adaptar a la levadura Saccharomyces cerevisiae, en contraparte, observan que, se obtiene un 
menor rendimiento celular después de la pre-adaptación, dicho comportamiento es similar que en 
el presente estudio, pues se obtiene una menor fase de adaptación pero se observa una disminución 
en la absorbancia del tercer pase de pre adaptación. 
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Cuadro 10. Parámetros cinéticos de las cinéticas de crecimiento de 3 sub-cultivos para la pre-
adaptación de L. lactis NRRL B-50571 a la harina de gusano de la harina y chapulín 

L. lactis NRRL B-50571 
Gusano de la harina 

Sub-cultivo FL (h) MVC (h) TG (h) 
Primero  2.64 ± 0.09 a 0.46 ± 0.03 a 0.60 ± 0.04 a 
Segundo  2.73 ± 0.08 a 0.77 ± 0.05 b 0.38 ± 0.06 b 
Tercero  1.00 ± 0.03 b 0.29 ± 0.04 c 1.01 ± 0.09 c 

chapulín  
Primero  3.96 ± 0.05 a 0.47 ± 0.07 a 0.64 ± 0.08 a 
Segundo  4.89 ± 0.06 b 0.57 ± 0.05 ab 0.53 ± 0.05 ab 
Tercero  2.94 ± 0.05 c 0.39 ± 0.05 ac 0.77 ± 0.07 ac 

Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre sub-cultivos (columnas) para cada parámetro 
cinético. 
Los datos representan la media ± desviación estándar (n = 3). 
FL: fase lag; MVC: máxima velocidad de crecimiento; TG: tiempo de generación.  
 

 

Cuadro 11. Parámetros cinéticos de las cinéticas de crecimiento de 3 pases de pre-adaptación de L. 
lactis NRRL B-50572 con proteína de gusano de la harina y chapulín. 

L. lactis NRRL B-50572 
 Gusano de la harina  

FL (h) MVC (h) TG (h) 
Primera cinética 4.16 ± 0.07 a 0.41 ± 0.06 a 0.71 ± 0.08 a 
Segunda cinética 2.20 ± 0.03 b 0.36 ± 0.05 a 0.82 ± 0.05 a 
Tercera cinética 2.03 ± 0.05 b 0.38 ± 0.03 a 0.79 ± 0.06 a 

Chapulín  
 FL (h) MVC (h) TG (h) 
Primera cinética 2.64 ± 0.07 a 0.46 ± 0.08 a 0.65 ± 0.15 a 
Segunda cinética 3.13 ± 0.05 b 0.69 ± 0.04 b 0.43 ± 0.02 ab 
Tercera cinética 1.54 ± 0.03 c 0.36 ± 0.05 a 0.84 ± 0.06 ac 

Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre columnas respecto a cada parámetro cinético. 
Los datos representan la media ± desviación estándar (n = 3). 
FL: fase lag; MVC: máxima velocidad de crecimiento; TG: tiempo de generación. 
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Figura 13. Cinéticas de crecimiento de tres pases de pre adaptación de a) L. lactis NRRL B-50571 con harina de gusano de la harina; b) 
L. lactis NRRL B-50571 con harina de chapulín; c) L. lactis NRRL B-50572 con harina de gusano de la harina; d) L. lactis NRRL B-
50572 con harina de chapulín.  

a) b) 

c) d) 
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Los resultados de concentración celular de las curvas de crecimiento se muestran en la Cuadro 12. 

La concentración bacteriana a las 5 horas para las tres cinéticas fue de 109UFC/mL.  Se ha reportado 

que la producción de péptidos bioactivos depende de la actividad enzimática del sistema 

proteolítico de la bacteria y éste está influenciado por la fase de crecimiento microbiano, 

manteniéndose durante la fase exponencial y el periodo inicial de la fase estacionaria, pero 

disminuyendo durante el progreso de la fase estacionaria, lo que sugiere que la fase exponencial es 

la etapa donde debe utilizarse la bacteria para iniciar la fermentación (William et al 2002). Por lo 

que al tener una menor fase lag en el tercer cultivo y el mismo conteo celular en los tres a las 5 h 

cuando la bacteria se encuentra en fase exponencial, se puede considerar que hacer un tercer pase 

para la pre-adaptación de la bacteria contribuiría a que las bacterias puedan crecer mejor al 

utilizarse para la fermentación. 

 

 
Cuadro 12. Concentración celular de los tres sub-cultivos de L. lactis NRRL B-50571 y B-50572 
después de 5 h de incubación (30 ºC) en medio M17 adicionado con 0.5% de harina de gusano de 
la harina/chapulín y 3.5 % dextrosa en las tres curvas de pre-adaptación. 

  L. lactis NRRL B-50572 L. lactis NRRL B-50571 
gusano de la harina chapulín gusano de la harina chapulín 

Sub-cultivo UFC/mL UFC/mL 
Primero 1.5 x 109 2.4 x 109 1.5 x 109 1.1 x 109 
Segundo 2.6 x 109 2.2 x 109 1.7 x 109 2.8 x 109 
Tercero 2.9 x 109 2.5 x 109 1.9 x 109 1.2 x 109 

 

 

7.3. Condiciones de Fermentación  

 

 

Los resultados de proteína amínica en el extracto crudo de chapulín y gusano de la harina antes y 

después del tratamiento de sonicación se muestra en la Figura 14. La concentración de proteína 

incrementó (P < 0.05) para ambas muestras, siendo mayor el aumento en las muestras de gusano 

de la harina, lo cual podría deberse a un menor contenido de quitina en dicha muestra. Estos 

resultados podrían deberse a la liberación de proteína que se encontraba unida a quitina debido a 

la fuerza de corte y cavitación causadas por ondas sonoras de alta presión (Chandrapala et al., 2012; 

Wu et al., 2013).  
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Figura 14. Contenido de proteína amínica, expresada en mg/mL, en el extracto crudo de chapulín 
y tenebrio antes y después de sonicación. Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre 
tratamientos para cada muestra de harina.  
 

 

7.3.1. Disminución de pH 

 

 

La disminución de pH se muestra en la Figura 15. El pH se considera uno de los parámetros más 

importantes de la fermentación, ya que puede afectar la vía metabólica de las bacterias (Kim et al., 

2011), en conjunto con la acidez (Van et al., 2007). Por otra parte, los productos representativos 

obtenidos de la fermentación, son compuestos orgánicos que se han reducido más que otros, como 

el ácido láctico y péptidos (Jay et al., 2005). Una vez iniciada la fermentación, el pH disminuirá a 

medida que avance la fermentación (Kim et al., 2011), por lo que, con el resultado de la 

disminución del pH a las 24 h, se puede concluir que se llevó a cabo la fermentación.  

El pH inicial de las muestras fue de 7.0 ± 0.02, y ambas muestras disminuyeron el pH a 4 después 

de 24 h de incubación, para ambas harinas. Éstos valores son similares a los reportados por 

Mouritsen et al. (2017), en donde elaboraron salsas de gusano de la harina inoculadas con 

Aspergillus oryzae encontrando valores de 4.5 – 5.5 después de diez semanas. Mientras que salsas 
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de gusano de la harina después de dos semanas de fermentación con Aspergillus oryzae y Bacillus 

licheniformis, no mostraron cambio significativo en el pH, pero sí un aumento en la acidez titulable 

(Cho et al. 2018). Así mismo, So-Yeon et al. (2019), fermentaron larvas de Protaetia brevitarsis 

seulensis utilizando Bacillus subtilis KACC 91157 durante 10 días, y el pH disminuyó de 6.44 a 

4.0. 

Por otra parte, las cepas en estudio se han utilizado para fermentar leche, Rodríguez-Figueroa et al. 

(2010), reportó que L. lactis NRRL B-50571 y 50572 disminuyen el pH a 4 después de 24 h de 

fermentación de la leche; estos resultados son similares a los obtenidos en nuestro estudio con las 

muestras de insectos, lo que sugiere que las bacterias tienen la capacidad de fermentar una matriz 

diferente a la de la leche, en este caso de los insectos en estudio.  
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Figura 15. Disminución de pH durante la fermentación de chapulín y gusano de la harina por L. 
lactis NRRL B-50571 y B-50572. Letras diferentes indican diferencias (p<0.05) entre tiempos de 
fermentación, respecto a cada insecto fermentado con la respectiva cepa. Los datos representan la 
media ± desviación estándar n= (3) 
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7.3.2. Porcentaje de Hidrólisis 

 

 

El porcentaje de hidrólisis se muestran en la Figura 16. Se observó un aumento de 0.2% de 

hidrólisis en los extractos de chapulín fermentados con NRRL B-50571 y NRRL B-50572 a partir 

de las 24 h de fermentación sin mostrar cambios significativos a las 48 y 72 h.  

Para los extractos del gusano de la harina fermentados con L. lactis NRRL B-50571, el aumento 

fue de 0.4%, %, mientras que con L. lactis NRRL B-50572 fue de 0.2%. La diferencia en el 

porcentaje de hidrólisis podría deberse al contenido de quitina de ambas muestras, donde gusano 

de la harina se fermentó en la etapa larvaria, donde se ha reportado una menor cantidad de quitina, 

mientras que el chapulín se utilizó en etapa adulta, con un mayor contenido de quitina. Lo cual 

podría afectar el efecto de las quitinasas de las bacterias para utilizar la proteína presente en los 

insectos. 

Así mismo se puede observar que en el tiempo 0 para la muestra de gusano de la harina, presenta 

un porcentaje de hidrólisis per se, a diferencia del chapulín Éste porcentaje de hidrólisis podría 

deberse al tratamiento térmico aplicado a la proteína, ya que se ha reportado que en hidrolizados 

enzimáticos el tratamiento testigo también presenta hidrólisis, atribuyendo esto al tratamiento 

térmico aplicado para la inactivación de la enzima utilizada (Hall et al., 2017). A su vez, podría 

deberse al tratamiento previo a la obtención de dichas proteínas, puesto que la muestra de gusano 

de la harina ya había sido tratada térmicamente de manera industrial, previo a su distribución 

comercial en harina, mientras que los chapulines, recibieron un tratamiento de secado al sol, para 

su consumo entero. 

Estos resultados de porcentajes de hidrólisis, obtenidos durante la fermentación, son similares al 

comportamiento de ambas cepas de estudio, respecto a la leche fermentada, donde han sido 

estudiadas ampliamente para la obtención de péptidos IECA. En cuanto al porcentaje de hidrólisis 

de L. lactis NRRL B-50571 en leche fermentada se obtuvieron porcentajes de 0.65-0.85% mientras 

que para L. lactis NRRL B-50572 fueron de 0.75-0.85%.  
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Figura. 16. Porcentaje de hidrólisis en chapulín t gusano de la harina fermentados con L. lactis 
NRRL B-50571 y B-50572. Letras diferentes indican diferencias (p<0.05) entre tiempos de 
fermentación, respecto a cada insecto fermentado con la respectiva cepa. Los datos representan la 
media ± desviación estándar n= (3). 
 

 

7.3.3. Contenido de Proteína Amínica en el Extracto < 3 kDa 

 

 

El contenido de proteína amínica en la fracción < 3 kDa de las muestras fermentadas se muestra en 

la Figura 17. Los resultados mostraron un incremento (P< 0.05) de 0.2 mg/mL, después de 24 h y 

sin cambios significativos hasta las 72 h, en chapulín fermentado por L. lactis NRRL B-50571 y 

50572, mientras que la muestra fermentada de gusano de la harina incrementó (P< 0.05) 0.42 

mg/mL a partir de las 24 h, pero disminuyó a las 72 h de fermentación. Estos resultados, junto con 

el aumento en el grado de hidrólisis, sugieren que el sistema proteolítico de las cepas en estudio, 

tienen la capacidad de fraccionar las proteínas de gusano de la harina y chapulín y utilizarlas para 

su metabolismo y crecimiento.  

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

similitud con las subtilisinas, enzimas proteolíticas extracelulares (serinoproteinasas) producidas 
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por Bacillus spp., bacteria que ha sido utilizada ampliamente en la fermentación de insectos, lo que 

sugiere que las cepas de Lactoccocus lactis pudieran ejercer un efecto similar en la hidrólisis de 

proteínas durante la fermentación (Kok, 1990; Pritchard y Coolbear, 1993; Tan et al., 1992. 

Además, cierto porcentaje de proteína se encuentra unida a la quitina, y ésta, podría no estar 

accesible para las bacterias, sin embargo, se ha reportado que algunas cepas de L. lactis pueden 

secretar quitinasas al medio extracelular, lo cual podría contribuir a una hidrólisis de quitina junto 

con la proteína (da Silva, 2016). 
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Figura 17. Contenido de proteína amínica en la fracción < 3 KDa obtenida de la harina de chapulín 
y gusano de la harina fermentada con L. lactis NRRL B-50571 y B-50572. Letras diferentes indican 
diferencias (p<0.05) entre tiempos de fermentación, respecto a cada insecto fermentado con la 
respectiva cepa.  Los datos representan la media ± desviación estándar n= (3). 
 
 
 
 
 
 
 



 

70 
 

7.3.4. Cinéticas de Crecimiento, Parámetros Cinéticos y Concentración Celular Durante la 
Fermentación 
 
 
En la Figura 18 se muestran las cinéticas de crecimiento de las cepas en estudio durante la 
fermentación, antes y después de las pre-adaptaciones a las proteínas de los insectos.  
Se observa que después de las pre-adaptaciones de las bacterias a las proteínas en estudio, se 
obtiene un mejor crecimiento durante la fermentación, lo que podría contribuirse a que el sistema 
proteolítico de las bacterias tiene mayor capacidad para fraccionar la proteína de gusano de la 
harina y chapulín y utilizarla para su metabolismo y crecimiento.  
Respecto a los parámetros cinéticos durante la fermentación (Cuadro 13), la cepa L. lactis 50571 
mostró el menor tiempo de latencia (FL) en presencia de la proteína de gusano de la harina, 
mientras que no se observó diferencia entre L. lactis 50571 con harina de chapulín; y L. lactis 
50572 con ambas harinas (chapulín/gusano de la harina), lo cual podría deberse a las características 
de las bacterias respecto a los requerimientos de crecimiento.  
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Figura 18. Cinéticas de crecimiento de L. lactis NRRL B-50571 y B-50572 con proteína de gusano 
de la harina y chapulín, durante la fermentación, antes (A) y después (D) de la pre-adaptación. 
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Cuadro 13. Parámetros cinéticos de L. lactis NRRL B-50571 y B-50572 con harina de gusano de 
la harina y chapulín durante la fermentación. 

Cepa Insecto FL MVC TG 

L. lactis NRRL 
B-50571 

Chapulín 1.98 ± 0.02 a 0.29 ± 0.07 a 1.07 ± 0.31 a 

Gusano de la 
harina 1.34 ± 0.4 b 0.22 ± 0.05 a 1.38 ± 0.38 a 

L. lactis NRRL 
B-50572 

Chapulín 2.00 ± 0.15 a 0.42 ± 0.21 a 0.94 ±0.67 a 

Gusano de la 
harina 2.12 ± 0.15 a 0.42 ± 0.14 a 0.75 ± 0.23 a 

Letras diferentes indican diferencias (P<0.05) entre columnas para cada parámetro cinético 
respecto a las cepas con el insecto respectivo. 
Los datos representan la media ± desviación estándar (n = 3). 
FL: fase lag; MVC: máxima velocidad de crecimiento; TG: tiempo de generación.  
 

 

Los cambios de concentración celular durante la fermentación, se presentan en la Cuadro 14. A las 

24 h de fermentación, las bacterias aumentan su concentración celular, pues de manera inicial se 

encontraban en 107 UFC/mL, mientras que, a las 24h en 108 UFC/mL, y este se mantiene durante 

las 72 horas de fermentación, a excepción de L. lactis NRRL B-50571 para ambos insectos a las 

72 h de fermentación, en donde la concentración celular disminuye. Estos resultados, confirman 

que las condiciones seleccionadas, favorecieron el crecimiento de las bacterias usando como fuente 

de nitrógeno, la proteína de los insectos evaluados, para su metabolismo y crecimiento.  

 

 

Cuadro 14. Concentración celular de L. lactis NRRL B-50571 y B-50572 con harina de gusano de 
la harina y chapulín durante la fermentación  

Tiempo de fermentación (h) 
Cepa (UFC/mL) Insecto 0 24 48 72 

L. lactis NRRL B-
50572  

gusano de la harina 6.25 x 107 4.1 x 108 1.5 x 108 1 x 108 
chapulín  5.8 x 107 1.3 x 108 1 x 108 1.3 x 108 

L. lactis NRRL B-
50571 

gusano de la harina 8.0  x 107 5.8 x 108 1.6 x 108 9 x 107 
chapulín  8.4 x 107 1.8 x 108 3 x 108 3.5 x 106 
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7.4. Actividad Antioxidante 

 

 

La actividad antioxidante se evaluó en el extracto < 3 KDa, debido a que este efecto se ha atribuido 

a péptidos de bajo peso molecular (Sepúlveda-Ahumada et. al., 2012).  

La actividad antioxidante de los extractos < 3 kDa de gusano de la harina y chapulín fermentados 

con L. lactis NRRL B-50571 y B-50572 se evaluó por los métodos DPPH, TEAC, ORAC y FRAP. 

En general, se observó un aumento (p<0.05) respecto al tratamiento testigo, (T0, sin fermentar), 

después de la fermentación por todos los métodos para ambas bacterias y ambos insectos, a 

excepción del método de FRAP con ambas cepas de estudio y chapulín, en donde se observó una 

disminución durante la fermentación, respecto al tiempo 0 (sin fermentar), siendo mayor para las 

muestras de chapulín. 

Cabe señalar, que el tiempo 0, de ambos insectos, presentaron actividad antioxidante, siendo mayor 

en las muestras de chapulín respecto al gusano de la harina, lo cual podría ser atribuido a la 

presencia de polifenoles, en donde el tiempo 0 de chapulín contiene 24.89 µg/mL equivalentes de 

ácido gálico, mientras que el gusano de la harina 10.67 µg/mL equivalentes de ácido gálico. Ésta 

diferencias en el contenido de polifenoles, podría deberse a la alimentación que recibieron los 

insectos, en donde los chapulines al ser cosechados de la naturaleza, obtienen mayor contenido de 

polifenoles de las plantas de las que se alimentan. Así mismo, se observó que la fermentación 

favoreció el aumento de polifenoles en los extractos (Cuadro 15), lo cual contribuye a la capacidad 

antioxidante de los extractos. 

 

 

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

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

fermentación 
(h) 

chapulín gusano de la harina  chapulín gusano de la harina  

0 24.89 ± 5.54 a 10.67 ± 1.69 a 24.89 ± 5.54 a  10.67 ± 1.69 a 
24 33.12 ± 3.04 b 32.75 ± 3.77 b 28.66 ± 4.50 a 25.50 ± 5.68 b 
48 32.40 ± 1.27 b 23.83 ± 3.29 c  34.58 ± 3.80 b 26.08 ± 2.74 b 
72 30.33 ± 3.04 a 24.97 ± 3.81 c 34.33 ± 4.00 a 15.56 ± 3.5 a 
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Por otra parte, pudieran encontrarse péptidos en el extracto <3kDa de ambos insectos, que 

contribuyan a la actividad antioxidante del T0, puesto que se encontró que el T0 presenta un 

porcentaje de hidrólisis, el cual podría estar relacionado con el tratamiento térmico aplicado, ya 

que se ha reportado que en hidrolizados enzimáticos, el tratamiento testigo también presenta 

hidrólisis, atribuyendo esto al tratamiento térmico aplicado para la inactivación de la enzima 

utilizada y a su vez, el tratamiento testigo de dichos hidrolizados presenta actividad antioxidante 

(Hall et al., 2017). 

En lo que respecta al método DPPH (Figura 19), se observó mayor actividad en las muestras de 

chapulín fermentado con ambas cepas, respecto a las muestras de gusano de la harina. Siendo 

chapulín a las 24 h de fermentación con la cepa B-50572 la que mostró la mayor actividad 

antioxidante por dicho método (351 µM equivalentes de Trolox), mientras que, para las muestras 

de gusano de la harina fermentado por ambas cepas, la mayor actividad antioxidante se observó en 

el fermentado con la cepa B-50572 a las 48h de fermentación (167 µM equivalentes de Trolox).  

El método DPPH tiene como fundamento la capacidad de un antioxidante en cuanto a la 

estabilización del radical DPPH•. Se considera que dicha reacción de estabilización, es debido 

principalmente al mecanismo de transferencia de electrones (TE), con un aporte marginal de 

transferencia de átomos de hidrógeno (TAH) (Brand-Williams, 1995), por otra parte, se obtuvo la 

menor actividad antioxidante por este método, pues este ensayo evalúa la capacidad de compuestos 

liposolubles por ser un ensayo con base metanólica (Rodríguez-Roque et al., 2012). Sin embargo, 

se usó este método para determinar la capacidad antioxidante de posibles péptidos liposolubles que 

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

 

La actividad antioxidante por el método TEAC, se muestra en la Figura 20. La mayor actividad 

antioxidante se observó a las 24 h de fermentación en las muestras de gusano de la harina (775 µM 

equivalentes de Trolox) y chapulín (728 µM equivalentes de Trolox) con la cepa B-50572, seguido 

de gusano de la harina (659 µM equivalentes de Trolox) fermentado durante 24 h con la cepa B-

50571.  

El método TEAC evalúa la capacidad de la muestra para donar un electrón (TE) y estabilizar así al 

radical ABTS, lo que sugiere que los péptidos presentes en los extractos <3kDa pudieran ejercer 

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

 

La actividad antioxidante por el método ORAC, se muestran en la Figura 21. La mayor actividad 

antioxidante se registró en las muestras de chapulín fermentadas durante 24 h por la cepa B-50572 

(373 µM equivalentes de Trolox), sin haber diferencia con la muestra de gusano de la harina a las 

48 h de fermentación con la cepa B-50571 (362 µM equivalentes de Trolox). 

El método ORAC evalúa la inhibición de la oxidación inducida por radicales peroxilo, teniendo 

como mecanismo de actividad antioxidante, la terminación de cadena por transferencia de átomos 

de hidrógeno. Así mismo mide la capacidad de la muestra para estabilizar los radicales libres y 

disminuir la velocidad de degradación de una proteína (fluoresceína) (Londoño-Londoño, 2012). 

Por lo que, se ha reportado que éste método, tiene mayor relevancia fisiológica (Zulueta et al., 

2009)  
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Figura 10 Actividad antioxidante (µM Eq de Trolox / mL) por el método ORAC de extractos 
acuosos <3kDa acuosas obtenidas de harina de gusano de la harina y chapulín fermentado con L. 
lactis NRRL B-50571 y B-50572. Literales diferentes indican diferencias (P<0.05) entre 
tratamientos. Los datos representan la media ± desviación estándar (n = 3). B-50571: L. lactis 
NRRL B-50571; B-50572: L. lactis NRRL B-50572; G: gusano de la harina; Ch: chapulín  
 

 

Finalmente, los resultados obtenidos por el método de FRAP se muestran en la Figura 22. En este 

caso, a diferencia de los métodos anteriores, se observó una disminución en cuanto a la actividad 

antioxidante   en la muestra de chapulín durante la fermentación, respecto al tiempo 0, sin embargo, 

después del T0, la muestra que presentó mayor actividad antioxidante fue chapulín fermentado por 

24 h con B-50572 (154 µM equivalentes de Trolox) sin haber diferencias con los demás tiempos 

de fermentación, ni con la cepa B-50571. Sin embargo, en las muestras de gusano de la harina, sí 

se observó un aumento (p<0.05) durante la fermentación por ambas cepas de estudio, siendo mayor 

a las 24 h con la cepa B-50572. 

En lo que respecta al método de FRAP, éste actúa típicamente mediante la TE. Por otra parte, se 

ha reportado que la capacidad de reducir el hierro tiene baja correlación con la estabilización de 

radicales libres; sin embargo, el poder reductor podría reflejar la capacidad de los péptidos 

presentes en los extractos, para regular el estado redox del plasma o tejidos, pues la oxidación o 

reducción de radicales para formar iones puede detener la oxidación en cadena, así mismo podrían 
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tener la capacidad de quelar  metales de transición como el hierro (Fe+2) o cobre (Cu+1), los cuales 

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

 

Con base en los resultados anteriores, se podría inferir que los péptidos presentes en los extractos 

<3kDa de los insectos fermentados, actúan mayormente por el mecanismo de TE. 

Finalmente, aunque se tiene menor porcentaje de hidrólisis y contenido de proteína amínica en la 

fracción < 3 KDa en los fermentados de chapulín, se encontró mayor actividad que los fermentados 

de proteína de gusano de la harina. 

Estos resultados comparados con otros estudios muestran que a menor tiempo de fermentación se 

tiene una actividad antioxidante comparable a otros estudios. Por ejemplo, el estudio reportado por 

Kim et al. (2017) observaron que la fermentación por 3 días de gusanos de seda (Bombyx mori L.) 
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con Bacillus subtilis KACC 91157 aumentó la capacidad antioxidante, así mismo Tae-Hoon et al. 

(2017) encontraron la mayor actividad antioxidante a los 3 días de fermentación de gusanos de 

seda (Bombyx mori L.) con B. subtilis, dichos resultados, en cuanto a actividad antioxidante, son 

similares a los obtenidos en el presente estudio; sin embargo, en el presente estudio se obtuvieron 

resultados similares en un menor tiempo de fermentación, lo cual podría atribuirse a la capacidad 

fermentativa de las cepas utilizadas. 

Por otra parte, con el uso de la fermentación en estado sólido de larvas Protaetia brevitarsis 

seulensis durante 3 días utilizando Lactobacillus plantarum JBMI F3, Lactobacillus plantarum 

JBMI F5, Lactobacillus gasseri Ba9, Aspergillus kawachii KCCM 32819, Saccharomyces 

cerevisiae KACC 9302 y Bacillus subtilis KACC 91157 aumentó la actividad antioxidante de los 

extractos acuosos, etanólicos y metanólicos (So-Yeon et al. 2018). Mientras que un estudio 

realizado por Cha et al. (2011), la mayor actividad antioxidante de muestras de gusano de seda 

fermentados con Bacillus subtilis y Aspergillus kawachii fue a los 12 días, siendo mayor el tiempo 

que en el presente estudio. 

En lo que respecta a la actividad antioxidante obtenida por la fermentación con A. kawachii, es 

similar a la obtenida en el presente estudio, pero dicha actividad se obtiene a los 12 días de 

fermentación, mientras que, en el presente estudio a las 24 h. Por otra parte, la actividad 

antioxidante obtenida por B. subtilis a los 12 días de fermentación, es mayor que la obtenida a las 

24 h en el presente estudio. Por lo que la actividad antioxidante obtenida por la fermentación de 

insectos, podría verse influida por las condiciones y el tipo de fermentación, tipo y etapa del insecto 

utilizado, así como del tipo de microorganismo utilizado. 

Lo anterior sugiere que las cepas en estudios pueden ser utilizadas en la fermentación de insectos 

y obtener péptidos bioactivos en un menor tiempo, los cuales puedan ser utilizados en el desarrollo 

de alimentos funcionales o nutraceúticos. 

 

 

7.5. Actividad Inhibidora de la Enzima Convertidora de Angiotensina  

 

 

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

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

(IECA).  

En lo que respecta a la actividad IECA, a las 24 h de fermentación, las muestras de gusano de la 

harina mostraron 17.5± 0.7 % de inhibición, mientras que las muestras de chapulín fueron mayores 

con el 28.5 ± 3.2 %, con un IC50 de 1.34 mg/mL y 0.78 mg/mL, respectivamente.  Así mismo, se 

pudo observar que las muestras fermentadas de chapulín presentaron la mayor actividad (p<0.05) 

IECA en conjunto con la actividad antioxidante.  

Es importante mencionar que, hasta el momento de nuestra revisión, no se ha reportado actividad 

inhibidora de la ECA de péptidos obtenidos a partir de la fermentación de insectos. 

Diversos estudios han demostrado que los hidrolizados de proteína de insectos, favorece la 

liberación de péptidos IECA, con porcentajes de inhibición mayores al 50% e IC50 inferiores a los 

obtenidos en el presente estudio, lo que podría atribuirse al uso de enzimas comerciales purificadas 

(Vercruysse et al., 2005; Cito et al., 2017). 

Por lo anterior, a pesar de que los resultados obtenidos en el presente estudio son relativamente 

inferiores a los obtenidos por hidrolisis enzimática, podrían explorarse diversas alternativas para 

aumentar el grado de hidrólisis y disminuir el IC50, para posteriormente evaluarse el efecto que 

pudiera tener la digestión gastrointestinal en la bioactividad de los péptidos presentes en los 

extractos fermentados. 

Hasta el momento se desconocen la secuencia de péptidos presentes en los extractos <3kDa de los 

insectos fermentados en el presente estudio. Sin embargo, se ha reportado que la actividad IECA, 

se ve influenciada por diversos factores tales el residuo C-terminal, puesto que, la ECA es más a 

fin a di y tri-péptidos que contienen residuos hidrófobos como el triptófano, la tirosina, la 

fenilalanina o la prolina (Haque y Chand,2008). 

Así mismo, se ha reportado que aminoácidos con carga positiva, favorecen a la inhibición de la 

ECA (Vermeirssen, et al.,2004). Mientras que, en los péptidos con actividad antioxidante, se ha 

reportado que están presentes residuos de histidina, prolina, tirosina, metionina, y cisteína, por lo 

que, ha sido reportado que, péptidos con actividad antioxidante pudieran presentar actividad IECA 

(Sarmadi y Ismail, 2010). Finalmente, podrían realizarse estudios de optimización de las 

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

 

 

Los resultados obtenidos en la etapa de selección de las condiciones de pre-adaptación de las 

bacterias a las proteínas de insectos, utilizar 0.5% de las harinas de insectos y 3.5% de dextrosa, 

favorecen el crecimiento de las bacterias.  

Se observó actividad antioxidante en todos los tiempos de fermentación, siendo al tiempo de 24 h 

donde se mostró la mejor actividad, siendo más alta en las muestras de chapulín fermentado con la 

cepa B-50572. Por otra parte, a pesar de que los resultados de inhibición de la ECA, no fueron los 

esperados, se pudo observar que los extractos de gusano de la harina y chapulín fermentados con 

la cepa B-50572, presentan actividad IECA.  

Finalmente, la fermentación de insectos, en este caso de gusano de la harina y chapulín, con las 

cepas de estudio, podrían ser una nueva fuente de obtención de péptidos antioxidantes y 

antihipertensivos, para la formulación y desarrollo de alimentos funcionales y/o nutraceúticos.  
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9. RECOMENDACIONES 

 

 

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en el presente trabajo, se sugiere que en 

investigaciones posteriores se evalúen distintas condiciones de optimización durante la 

fermentación, así como explorar la fermentación en estado sólido. Adicionalmente, es importante 

evaluar el efecto de la digestión gastrointestinal en las bioactividades de los péptidos presentes en 

los extractos, así como las vías de absorción y finalmente evaluar su efecto in vivo (utilizando 

modelos murinos y estudios clínicos). Dicha información podría ayudar a definir el uso potencial 

de estas cepas como cultivos para producir péptidos bioactivos a partir de proteínas de insectos.  
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11. ANEXOS 

 

 

11.1. Curva Estándar 
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11.2. Kit DC Protein Assay Instruction Manual 
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