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Resumen

Este estudio evalud el potencial antioxidante y antiobesidad de hidrolizados de pro-
teina de grillo (Acheta domesticns) generados mediante digestion gastrica simulada. Se
analizaron tres muestras: hidrolizado de grillo (HGr), hidrolizado de grillo desgrasado
con hexano (HHex) e hidrolizado de grillo desgrasado por fluido supercritico (HES)
caracterizando su perfil de tamafio y efecto sobre los radicales ABTS, DPPH y 6xido
nitrico, ademas de su capacidad para inhibir la lipasa pancreatica. No hubo diferencias
significativas en la inhibicién de ABTS (24.88 - 29.64%) y DPPH (19.14 - 21.61%)),
pero HGr mostré la mayor actividad antioxidante en la inhibicién del éxido nitrico
(48.16%). Por otro lado, HHex present6 el menor IC_ (0.005 mg/mL) en la inhibicion
de la lipasa pancreatica, indicando mayor eficacia en la reduccién de la digestion de
grasas. Estos resultados sugieren que los hidrolizados de proteina de grillo podrian
contribuir a la prevencién del estrés oxidativo relacionado a problemas de obesidad.

Abstract

This study evaluated the antioxidant and anti-obesity potential of cricket protein
hydrolysates (Acheta domesticus) generated through simulated gastric digestion. Three
samples were analyzed: cricket hydrolysate (HGr), hexane-defatted cricket hydrolysate
(HHex), and supercritical fluid-defatted cricket hydrolysate (HFS), characterizing
their size profile and effect on ABTS, DPPH, and nitric oxide radicals, as well as
their ability to inhibit pancreatic lipase. No significant differences were observed
in ABTS (24.88 - 29.64%) and DPPH (19.14 - 21.61%) inhibition; however, HGr
showed the highest antioxidant activity in nitric oxide inhibition (48.16%). On the
other hand, HHex exhibited the lowest IC,  (0.005 mg/ml.) for pancreatic lipase
inhibition, indicating greater efficacy in reducing fat digestion. These results suggest
that cricket protein hydrolysates may contribute to the prevention of oxidative stress
related to obesity.
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Introduccion

La obesidad es una enfermedad crénica, multifactorial y neuroconductual que se ca-
racteriza por una acumulacién excesiva de grasa corporal, derivada de un desequilibrio
energético entre las calorias consumidas y las calorias gastadas (Jin et al., 2023). Es
considerada un problema de salud publica, y de acuerdo con la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2023, en México el 37.4% de la poblacién adulta
padece de sobrepeso, mientras que el 37.1% padece de obesidad (Barquera et al., 2024).

Este estado fisiopatologico se asocia con alteraciones metabodlicas complejas,
en las cuales el tejido adiposo libera citocinas proinflamatorias y especies reactivas
de oxigeno, contribuyendo al desarrollo de estrés oxidativo. Este fendmeno predis-
pone al desarrollo de comorbilidades como dislipidemias, resistencia a la insulina,
enfermedades cardiovasculares, sindrome metabdlico, enfermedad renal crénica,
hipertension, higado graso no alcoholico, algunos tipos de cancer, osteoartritis, ap-
nea del suefio, depresion y enfermedades neurodegenerativas (Busebee et al., 2023;
Fernandez-Sanchez et al., 2011; Kloock et al., 2023).

El tratamiento contra la obesidad implica cambios en la alimentacion y estilo de
vida, los cuales podrian ir acompafiados con tratamiento farmacologico. El Orlistat
es uno de los farmacos cominmente empleados para el control de peso. Su accién se
basa en la inhibicién de la lipasa pancreatica, provocando la reduccién de absorcion
intestinal de grasas provenientes de la dieta (Lin & Li., 2021; Mahan et al., 2012). Sin
embargo, su uso puede producir efectos gastrointestinales adversos (Mahan et al.,
2012), lo que ha impulsado la busqueda de alternativas menos agresivas a través de
alimentos o ingredientes funcionales. Los alimentos funcionales son aquellos que,
ademas de su valor nutricional basico, proporcionan beneficios adicionales para la
salud, ya sea al mejorar funciones fisiologicas o al reducir el riesgo de enfermeda-
des cronicas (FUFOSE, 1999). Algunos alimentos ricos en proteina como yogurt
o lacteos fermentados, y otros alimentos como amaranto y arroz, han demostrado
capacidad para reducir la absorcién de grasa, similar al Orlistat, ademas de mostrar
un efecto antioxidante gracias a la generacion de hidrolizados proteicos con potencial
bioactivo (Azadikhah et al., 2025; Fisayo Ajayi et al., 2021; Ketprayoon et al., 2021).

Entre las fuentes proteicas emergentes, el grillo coman (Acheta domesticus) se
postula como una de las especies con mayor potencial a ser una fuente alternativa
de proteina, debido a su alto contenido de esta alcanzando hasta un 60% en base
seca, el cual puede aumentarse hasta un 80% tras la aplicacién de procesos de des-
grasado, ya sea aplicando solventes o procesos libres de estos (Davalos-Vazquez et
al., 2024; Ververis et al., 2022). Ademas, es rico en aminoacidos esenciales como
leucina, lisina y valina; y no esenciales como acido glutamico, alanina y acido aspartico,
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por lo que podria ser una fuente de péptidos (Brogan., 2018). Los péptidos pueden
poseer propiedades biofuncionales, ya que ayudan a regular procesos metabolicos
brindando un beneficio a la salud.

Algunos autores han demostrado el potencial biolégico de la harina de grillo,
como lo reportado por Navarro del Hierro et al. (2020) y Lucas-Gonzalez et al.,
(2019), quienes probaron el potencial antioxidante 7z vitro sobre el radical 2,2-dife-
nil-1-picrilhidracilo (DPPH). Yeerong et al., (2024) reportaron el efecto biolégico de
péptidos de proteina de grillo generados por alcalasa comercial sobre la peroxidacion
de lipidos y la inhibicién del radical DPPH, lo cual se puede relacionar con efectos
anti-obesidad y sus complicaciones derivadas. Estudios computacionales (2 si/ico)
han reportado péptidos biofuncionales derivados de A. domesticus que actian sobre
los sitios cataliticos de la enzima convertidora de angiotensina I (ECA) y dipeptidil
peptidasa IV (DPP-1V), las cuales estan asociadas con actividad de regulacion de la
presion arterial y niveles de glucosa, respectivamente (Teixeira et al., 2023).

Por lo anterior mencionado y considerando a la obesidad como un modelo
patologico relacionado con el estrés oxidativo y el metabolismo lipidico, el obje-
tivo de este trabajo fue evaluar el potencial antioxidante e inhibitorio de la lipasa
pancreatica iz vitro de hidrolizados proteicos de A. domesticus generados mediante
digestion gastrica simulada.

Metodologia

Para este estudio se trabajo con tres muestras: harina de grillo (HG), harina de grillo
desgrasada con hexano (HGH) y harina de grillo desgrasada por fluido supercritico
(HGS), a las cuales se les realiz6é una extraccion de proteina en medio alcalino, se-
guido de una concentracién y secado por aspersion (Davalos-Vazquez et al., 2024).
Las proteinas extraidas se sometieron a una digestioén gastrica simulada para generar
los hidrolizados de proteina utilizando pepsina al 5% (p/p) durante 2 h a 37 °C,
seguido de pancreatina al 5% (p/p) durante 1 h a 37°C (Villasefior et al., 2022). Las
muestras resultantes se etiquetaron como hidrolizado de grillo (HGr), hidrolizado
de grillo desgrasado con hexano (HHex) e hidrolizado de grillo desgrasado por
fluido supercritico (HES).

A los hidrolizados se les determiné el grado el hidrolisis (GH) (Resendiz-Vazquez
et al., 2017) y se caracteriz6 su perfil de tamafio mediante electroforesis utilizando
gel de Tricina (Schigger., 20006). Se les evalu6 su capacidad antioxidante mediante
pruebas que miden su habilidad para neutralizar radicales libres como ABTS (Vi-
llasefior et al., 2022), DPPH (Navarro del Hierro et al., 2020) y 6xido nitrico (NO)
(Villasenor et al., 2022). También se evalu6 si los hidrolizados podfan inhibir la ac-
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tividad de la lipasa pancreatica (Navarro del Hierro et al., 2020), responsable de la
digestion de las grasas, para explorar su posible efecto en el control de la obesidad.

Cada tratamiento fue ejecutado por triplicado. Los resultados fueron reportados
como promedio * desviacion estandar. Los resultados se sometieron a un analisis
de varianza (ANOVA) de una via con un nivel de confianza del 95 % (p < 0.05) y

las diferencias entre tratamientos se determinaron mediante la prueba de Tukey.
Resultados y discusiéon

Grado de hidrélisis y perfil de tamaifio molecular de los hidrolizados de
proteina de grillo

Los hidrolizados de proteina de grillo mostraron un GH de 72.20% * 1.17, 84.42%
* 4.67 y 64.90% £ 1.19 tras la digestion gastrica simulada para HGr, HHex y HES,
respectivamente, con diferencias estadisticas significativas entre muestras (p<0.05).
Valores similares se pueden observar reportados por otros autores, como Yeerong et
al., (2024) quienes reportaron un GH de 63.6 a 72.3% en concentrados de proteina
de grillo A. domesticus hidrolizados por Alcalasa, siendo similares a lo observado en
este trabajo para HFS y HGr. Grossmann et al. (2021) reportaron valores mas bajos
de GH, siendo de 46 y 33% para concentrados de proteina de grillo hidrolizados
con proteasa A “amano” 28D y flavourzyme, respectivamente. Por lo que se puede
observar una notable diferencia en el GH dependiendo de las enzimas utilizadas.
La Figura 1 muestra el perfil de peso molecular de hidrolizados generados tras
la digestion gastrica simulada de HGr, HHex y HFS. Se pueden observar bandas de
alto peso molecular >26.6 kDa y bandas <1.4 kDa en las tres muestras, derivadas de
la digestion gastrica simulada. Summart et al., (2024) observaron que los péptidos
de grillo generados por alcalasa <1 kDa son los que presentaban un mayor efecto
biologico. Las bandas <1.4 kDa podrian confirmar la presencia de péptidos en las
muestras, de acuerdo con su clasificacion por peso molecular (Malavolta & Cabral.,
2011). Estos péptidos podrian ejercer efectos benéficos para la salud, ya sea por la
mayor exposicion de sus aminoacidos, que facilita su interaccion biolégica, o por su

bajo peso molecular, el cual se asocia con una mejor absorcion intestinal (Navarro
del Hierro et al., 2022; Pilco-Romero et al., 2023).
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Figura 1. Perfil peptidico de los hidrolizados de concentrados de proteina de grillo.Std: marcador de
peso molecular; HGr: hidrolizado de grillo; HHex: hidrolizado de grillo desgrasado con hexano; HFS:
hidrolizado de grillo desgrasado por fluido supercritico
Fuente: propia

Potencial antioxidante sobre ABTS y DPPH de los hidrolizados de
concentrados de proteina de grillo

Los hidrolizados de proteina de A. domesticus mostraron actividad antioxidante frente
a los radicales ABTS y DPPH. En el ensayo de inhibicién de ABTS utilizando 1
mg/ml. mostraron una inhibicién cercana al 30%, en un rango de 24.88 a 29.67%,
sin diferencia estadisticamente significativa entre muestras (p>0.05), comparado
con el control positivo Trolox a una concentracién de 1 mg/mlL. (Figura 2A). Para
el radical DPPH las muestras a una concentracién a 5 mg/ml mostraron una inhi-
bicion cercana alrededor del 20%, en un rango de 19.14 a 21.61%, % sin diferencia
significativa entre muestras (p>0.05) (Figura 2B). Estos valores son similares a los
observados con el control Trolox a una concentracion de 0.125 mg/ml..
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Figura 2. Potencial antioxidante. A) Inhibicién del radical ABTS para hidrolizados de proteina de
grillo. B) Inhibicién del radical DPPH para hidrolizados de proteina de grillo. HGr: hidrolizado de grillo;
HHex: hidrolizado de grillo desgrasado con hexano; HFS: hidrolizado de grillo desgrasado por fluido
supercritico. Los resultados se expresaron como media + desviaciones estandar (n=3). Diferentes letras
indican diferencias significativas entre las muestras (p <0.05)

Fuente: propia

La inhibicién del radical ABTS y DPPH con proteinas o hidrolizados proteicos
de A. domesticus no ha sido ampliamente reportada; sin embargo, si se ha reportado el
potencial antioxidante de los compuestos fenolicos de grillo. Nino et al. (2021) repor-
taron el potencial antioxidante de extractos ricos en compuestos fenolicos, generadas
a partir de harina de grillo comercial y harina de grillos alimentados con dieta organica,
reportando un IC_ de 0.146 mg/mlL y 0.179 mg/mlL, respectivamente, para el radical
ABTS. Una mayor actividad antioxidante se reporta por Navarro del Hierro et al.,
(2020), mostrando una inhibicién del 72% para el radical DPPH, utilizando extracto
etanolico rico en fenoles extraidos de harina de grillo. LLa actividad mostrada por los
hidrolizados de proteina muestra ser menor a la observada por otros autores utilizando
compuestos fenolicos, lo cual podria atribuirse a la diferente naturaleza quimica de
entre péptidos y compuestos fendlicos. Mientras que los compuestos fenélicos deben
su actividad antioxidante a la presencia de grupos hidroxilo (-OH), que facilitan la
donacion de atomos de hidrégeno (Shi et al., 2022), el potencial antioxidante de los
péptidos depende de varios factores. Entre ellos, la composicion en aminoacidos como
histidina, tirosina, triptbfano, metionina, cisteina y prolina, destaca por su capacidad
para donar protones o captar radicales libres. Ademas, la secuencia y el tamano del
péptido, siendo los de menor longitud generalmente mas activos, asi como la presencia
de grupos funcionales como fenol, tiol e indol, que contribuyen a la capacidad para
neutralizar radicales libres, y quelar metales de transicion.
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Diversos autores han reportado actividad antioxidante de hidrolizados de proteina
de A. domesticus. Summart et al., (2024) reportaron la inhibicién del radical ABTS y
DPPH de péptidos de .A. domesticus generados por alcalasa, cuyas fracciones <1 KDa
mostraron una inhibicion de 290 a 393 mg eq. trolox/g péptido. Asi mismo, Messina
et al,, (2019) reportaron una inhibicién del 26.5% en harina de grillo hidrolizada con
alcalasa. Mientras que Sosa-Flores et al., (2023) reportaron una inhibicién del 52%
del radical DPPH con una concentracién de 5 mg/mlL de hidrolizado de alcalasa
obtenidos por precipitacion isoeléctrica. Yeerong et al., (2024) reportaron una inhibi-
cién del radical DPPH de 59.3% y un IC_ 91 pg/mL en hidrolizado de proteina de
grillo generado por alcalasa con un GH de 72.3%. Comparado con estos estudios,
los valores mostrados en este trabajo resultan ser menores, lo que podria atribuirse a
diferencias en el grado de hidrdlisis, el tipo de enzima o bien, la falta de procesos de
traccionamiento o purificacion de los péptidos. En este estudio los hidrolizados fueron
obtenidos mediante digestion gastrica simulada, sin purificacion o fraccionamiento
posterior, lo cual podria haber limitado la concentracion de péptidos.

Inhibicion de NO

Se evalu6 el potencial antioxidante de los hidrolizados de proteina de grillo sobre
NO. Todas las muestras en soluciones de 0.5 mg/ml. mostraron actividad antioxi-
dante sobre NO alrededor del 40% (Figura 3). HGr mostr6 una mayor inhibicién del
48.16%, siendo significativamente diferente a HHex y HES (p <0.05), que muestran
una inhibicién de 36.37 y 37.10%, respectivamente, sin diferencias significativa entre
las dos muestras (p >0.05). Comparado con los resultados obtenidos de ABTS y
DPPH en esta investigacion, la inhibicion NO es mayor.
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Figura 3. Inhibicién de 6xido nitrico para digeridos de proteina de grillo. HGr: hidrolizado de grillo; HHex: hidrolizado de
grillo desgrasado con hexano; HFS: hidrolizado de grillo desgrasado por fluido supercritico. Los resultados se expresaron
como media + desviaciones estandar (n=3). Diferentes letras indican diferencias significativas entre las muestras (p <0.05)

Fuente: propia
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No se ha reportado el potencial de inhibicién de NO en hidrolizados de proteina
de A. domesticus relacionado a una actividad antioxidante, este resultado nos brinda
acercamiento mas cercano al comportamiento que podria tener bajo condiciones
biolégicas. E1 NO es un radical libre que se encuentra en el cuerpo humano, que en
concentraciones fisioloégicas participa en importantes vias de sefializaciéon celular:
Sin embargo, en situaciones de estrés oxidativo o inflamacién crénica causado por
la obesidad, se encuentra en altas concentraciones, lo cual produce dafio a células,
lipidos, proteinas y ADN (Fernandez-Sanchez et al., 2011). Otros autores como
Yoon et al., (2019) reportaron la inhibicién de NO generado por lipopolisacarido
(LPS) en células RAW 264.7 utilizando hidrolizados proteicos de Gryllus bimaculatus
relacionado con un efecto antiinflamatorio. Se observo que los hidrolizado por al-
calasa no mostraron actividad antiinflamatoria, pero mostraron actividad citotoxica
relacionada a una baja produccién de NO.

Inhibicién de lipasa pancreatica

Se evaluo el potencial antiobesidad, relacionada a la inhibicién de la lipasa de los hi-
drolizados de proteina de grillo. Todas las muestras mostraron actividad inhibitoria
sobre lipasa pancreatica supetior al 50%, por lo que se pudo calcular el IC_, el cual
muestra diferencia significativa entre muestras (p <0.05). HES requiere de una mayor
concentracion (0.28 mg/ml.) para inhibir a la lipasa pancreatica, mientras que HHex
requiere una menor concentracion (0.005 mg/ml.) para inhibir a la lipasa pancredtica

(Tabla 1), esto tltimo podria deberse a que posee un mayor GH que las otras muestras.

Tabla 1. Concentracion de IC_ para hidrolizados de proteina de grillo para inhibir la lipasa pancreatica

Muestra IC,, (mg/mL)
HGr 0.07+0.01°¢
HHex 0.01 +£0.00¢
HFS 0.28+£0.03°
Orlistat 2.84x10°+0.00°

HGr: hidrolizado de grillo; HHex: hidrolizado de grillo desgrasado con hexano; HFS: hidrolizado de grillo desgrasado por fluido super-
critico. Los resultados se expresaron como media + desviaciones estandar (n=3). Diferentes letras indican diferencias significativas
entre las muestras (p <0.05).

Fuente: propia

El efecto de los hidrolizados de proteina de A. domesticus sobre la actividad de
la lipasa pancreatica no ha sido estudiado. Existen reportes del efecto de extractos
ricos en compuestos fenolicos de grillo sobre la lipasa pancreatica, como lo repor-
tado por Navarro del Hierro et al., (2020), quienes reportaron un IC, de 0.7 mg/
mL. Estas concentraciones son mayores a las obtenidas en este trabajo.
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Estudios con otros hidrolizados de proteina derivados de fuentes alternativas
han reportado mayores valores de IC, . Fisayo Ajayi et al., (2021) reportaron una
concentracion de 0.38 mg/ml. para hidrolizados de proteina de amaranto digetidos
durante 6 h utilizando bromelina. Por otro lado, Ketprayoon et al., (2021) reportaron
una concentracion de 0.28 mg/ml. para hidrolizados de proteina de arroz generados
por alcalasa comercial, siendo un valor similar a obtenido a la muestra de HFS. Otros
alimentos como yogurt, el cual es rico en proteina, también muestran tener potencial
para inhibir a la lipasa pancreatica, como lo reportado por Azadikhah et al., (2025),
quienes observaron una inhibicién del 32.92% para hidrolizados de proteina extraidos
de un alimento lacteo fermentado tipo yogurt utilizando 50 uL. de muestra, comparado
con el 35% de inhibicién que obtuvieron utilizando 100 pug/ml. de Otlistat.

La ingesta de hidrolizados de proteina podria ayudar en el tratamiento de la
obesidad y sus comorbilidades, brindando una alternativa al Otlistat, siendo el tnico
medicamento permitido inhibidor de la lipasa pancreatica para el tratamiento de la
obesidad. Sin embargo, este puede generar intolerancia gastrointestinal, incontinen-
cia fecal, presencia de grasa en las heces, nefrotoxicidad, entre otros (Lopez et al.,
2022). Por lo cual la ingesta de hidrolizados de proteina de grillo podria representar
una alternativa al tratamiento farmacologico y con menores efectos secundarios que
este puede generar.

Conclusion

Los resultados obtenidos en el presente trabajo aportan informacion preliminar sobre
el potencial antioxidante e inhibitorio de la lipasa pancreatica de los hidrolizados de
proteina de grillo generados por digestion gastrica simulada. Se observo una acti-
vidad inhibitoria significativa sobre el radical NO y una capacidad de inhibicién de
la lipasa pancreatica superior al 50%, comparable con otras matrices alimentarias.

Estos resultados son de gran interés debido a la escasa informacion disponible,
sin embargo, deben realizarse mas pruebas que permitan conocer a profundidad la
capacidad antiobesidad de los hidrolizados de proteina de .A. domesticus, tomandolos
como un posible punto de partida en futuras investigaciones. Es necesario explorar
las posibles matrices alimentarias en las que se podria integrar la harina de grillo o
sus hidrolizados de proteina para la obtencién de un efecto benéfico.

Este trabajo contribuye a la informacién disponible sobre las propiedades bioac-
tivas de la proteina de grillo, ayudando a la revalorizacion de las fuentes alternativas
de proteina y su futura aplicacion en el desarrollo de alimentos funcionales.
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