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Resumen

El aumento de la poblacion mundial y las proyecciones al 2100, han generado la
investigacion de nuevas fuentes proteicas no convencionales para cubrir esta futura
demanda. Entre estas fuentes emergentes destacan: hongos, microalgas, levaduras y
carne in vitro, a pesar de ello la valoracion de su aporte proteico se ve afectada por
factores como la digestibilidad y la correcta cuantificacion de la proteina. Adicionalmente,
deben cumplir las caracteristicas inherentes de la seguridad alimentaria y ser
ecoamigables. En este contexto, el consumo de algunos insectos se presenta como una
opcion viable. Esta investigacion descriptiva, transversal tuvo como objetivo determinar la
digestibilidad proteica in vitro de un insecto nativo peruano (Gryllus assimilis), para lo cual
se procesaron 4000 grillos adultos y se obtuvieron 410 g de harina. La muestra fue
enviada a los laboratorios de Inspection & Testing Service del Peru S.A.C, obteniendo los
siguientes resultados: digestibilidad 85.7% y proteina cruda 56.7%, no obstante el aporte

proteico fue corregido por el factor Kp (5.76), para insectos en etapa de maduracion.

Palabras claves: Gryllus assimilis, digestibilidad proteica in vitro, entomofagia, proteinas

emergentes
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Abstract

The increase of the world population and the projections to 2100, have generated the
investigation of new unconventional protein sources to cover this future demand. Among
these emerging sources stand out: fungi, microalgae, yeasts and meat in vitro, despite this
the assessment of their protein intake is affected by factors such as digestibility and proper
protein quantification. Additionally, they must meet the inherent characteristics of food
safety and be ecofriendly. In this context, the consumption of some insects is presented
as a viable option. This descriptive, cross-sectional investigation aimed to determine the in
vitro protein digestibility of a native peruvian insect (Gryllus assimilis), for which 4000 adult
crickets were processed and 410 g of flour were obtained. The sample was sent to the
laboratories of Inspection & Testing Service of Peru SAC, obtaining the following results: in
vitro protein digestibility 85.7% and 56.7% crude protein, however the amount of protein

was corrected by the Kp factor (5.76), for insects in maturation stage.

Keywords: Gryllus assimilis, in vitro protein digestibility, entomophagy, emerging proteins.
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Capitulo |

1.1 Introduccidén

La Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) informé en junio del 2019 la existencia
de 7.715 millones de personas en el mundo, la proyeccion para el 2050 y 2100 es de
9.700 millones y 11.200 millones respectivamente, este aumento, basado en la proyeccion
de la tasa media de fecundidad de dos hijos por mujer. Ademas, la esperanza de vida en
el periodo 2010 - 2017 aument6 a nivel global: en Africa a 60 afios, Asia a 72 afios,
Latinoamérica y el Caribe a 75 afios, Europa y Oceania a 77 afios y América del Norte a
79 afios (1,2).

Esto llevar4d a un aumento del 90 % de la produccion agricola e incrementara la
superficie de tierra cultivada, en 70 millones de hectareas segun la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO). Sin embargo, no sera
suficiente para garantizar la seguridad alimentaria para todos, debido a que las
proyecciones a nivel mundial para el 2050 estiman 766 millones de personas con riesgo
de hambre, de las cuales, 118 millones estaran representados por nifios malnutridos. En
América Latina y el Caribe la proyeccion es de 45 millones de personas, el 10% seran
nifios (3,4).

En Perq, el nUmero de personas que sufren hambre al 2017 segun la FAO fue de 2.5
millones en promedio, al 2018 el Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (INEI)
calcul6 en el 12.2% la desnutricién crénica en nifios y nifias menores de 5 afios de edad,
para el 2050 el Estado garantiza la continua reduccion de la desnutricion crénica infantil y
la eliminacion del hambre. En este contexto, la busqueda de una dieta sustentable de bajo
impacto ambiental, sin comprometer la calidad del alimento, es encabezada por la

investigacion de fuentes de proteinas emergentes (5-8).

A partir de la década de 1950 se han realizado investigaciones en busqueda de
alternativas de fuente proteica que cumplan con los cuatro pilares de la Seguridad
Alimentaria, (disponibilidad, acceso, utilizacion bioldgica y estabilidad); se estudi6é cientos
de estirpes de microalgas buscando la de mayor contenido proteico con el perfil de
aminoacidos adecuados para la dieta humana. Posteriormente en 1970 y 1980, se
identificaron tres géneros potenciales: Scenedesmus, Chlorella y Spirulina; pero el

contenido de aminoé&cidos indispensables (AAIl) no cubre el patrén de referencia. Ademas,
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la digestibilidad de la proteina monocelular es el 66%, siendo alanina el aminoacido

menos digestible (49%), lo que refleja una baja utilizacion bioldgica (9,10).

Otra alternativa, son los hongos y levaduras que adicionalmente a su contenido
proteico son ecoamigables, porque utilizan 20 veces menos agua que la produccion de
proteina animal por kg. En Europa, la especie Fusarium venenatum es la de mayor
comercializacién en productos terminados como filetes, nuggets, y otros derivados, no
obstante, su cultivo no ha sido reproducido fuera del laboratorio y por esta razén aun no
constituye una alternativa viable. Por otro lado, las levaduras aportan entre el 45% y 55 %
de proteinas en 100 g (base seca) y posee coeficientes de digestibilidad superiores al
80%, pero su uso se encuentra limitado por la alta concentracién de acidos nucleicos (3.9
% a 4.3%) en comparacion al pescado (0.32%) (11,12).

Cabe mencionar, el aporte de la biotecnologia en el cultivo de células (in vitro) para la
produccion de “Carne 2.0” cuyo origen esta motivado no solamente por activistas de
bienestar animal sino también por el cuidado del medio ambiente, debido a la produccion
de gases de efecto invernadero (14,5% de metano) provenientes de la ganaderia, ademas
del uso del 70% de todas las tierras agricolas. El debate por la proliferaciéon de carne in
vitro aln se centra en terreno ontoldgico. El primer proyecto de carne in vitro fue en
Estados Unidos en 1995 como una iniciativa de la National Aeronautics and Space
Administration (NASA) para viajes de larga estancia (Proyecto Marte), la primera patente

se registré en Holanda en 1999, pero no generd ningun producto terminado (13).

Luego en el 2003, por primera vez se sirvid filete de rana in vitro en L’Art Biotech en
Nantes - Francia; con un precio de 650 dolares el gramo. El 2013 en Holanda se sirvio la
primera hamburguesa in vitro, a pesar de la alta evaluacién sensorial no generé suficiente
interés por parte del sector privado debido a su costo: 250 mil euros por una
hamburguesa de 28.3 g (1 onza). A pesar de ello, no se pueden desconocer sus
beneficios en cuanto a inocuidad, sostenibilidad ambiental y digestibilidad; debido a que
los
aminoacidos del mdusculo esquelético de los animales presentan una mayor
digestibilidad. A diferencia de las alternativas anteriores, esta no se encuentra disponible

en el mercado (14).

En el 2013, la FAO reconoce el potencial alimenticio de los insectos como una opcion
de fuente proteica, sostenible y ecoamigable que puede contribuir con la seguridad
alimentaria, sin embargo, no hacia referencia a ningln insecto en particular, en
consecuencia la Union Europea (UE) el 2015 propuso una lista de insectos comestibles

gue entr6 en vigencia en enero del 2018 en paises como: Bélgica, Austria Finlandia,
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Dinamarca y Reino Unido (15-19). En el transcurso de esos afios, se realizaron
investigaciones que se centraron en dos insectos: gusanos y grillos, ambos con
porcentajes de proteina superiores al 50% en 100 g de base seca y digestibilidades
superiores al 80%, a pesar de ello, las investigaciones son de especies propias de
Europa, Asia y Africa (20-22).

En contraste, en América la cultura entomofagica se concentra en México y pueblos
nativos de Sudamérica; en Per( solo existen tres estudios relacionados con insectos
(grillos, gusanos y cucarachas), de los cuales el primero fue realizado en el 1999 tomando
como muestra una especie de grillo no clasificado taxondmicamente, siendo los datos
encontrados no aplicables. El segundo, en el 2010 estudio una larva de gusano pero con
aplicaciones hacia la industria de aceite; y el tercero en el 2012 evalu6 cucarachas, un
insecto que no se encuentra dentro de la lista propuesta por la UE (23-25).

En el 2015, Apolo et al. (26) recopilaron investigaciones sobre la crianza y
aprovechamiento de una especie de grillo (Acheta domesticus) no obstante, los datos
presentados no incluyen grillos nativos peruanos, por lo tanto, resulta pertinente evaluar
una especie de grillo de habitat peruano y determinar su aporte proteico y digestibilidad en

ausencia de evidencia de estudios de este insecto peruano.

1.2 Justificaciéon de lainvestigacion

Por su relevancia teodrica la investigacion recopilara informacion nutricional relevante y
evidencia cientifica sobre el aporte nutricional de un insecto nativo peruano que a su vez

forma parte de la lista de insectos comestibles de la UE (15).

Por su relevancia social y practica, contribuira con la seguridad alimentaria mediante el
aprovechamiento de recursos naturales por el constante crecimiento de la poblacion
mundial, lo que hard necesario sentar un precedente en la investigacion de insectos

nativos como fuente proteica.
Por su relevancia metodolégica, aportara un precedente en la adecuada elaboracion y

procesamiento de la harina de grillo respaldada por su coeficiente de digestibilidad in vitro.

1.3 Presuposicion filosofica

Como profesionales de la salud se busca contribuir con la seguridad alimentaria a
través de la investigacion de nuevas fuentes de proteina, debido a la necesidad de una
dieta que cubrira los requerimientos de la poblacion, sin comprometer la calidad del

alimento, ademas se investigan alimentos que puedan mantenerse por un largo periodo
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de tiempo sin agotar recursos y sin comprometer el bienestar de otros, al cumplir estas
caracteristicas se permite un mayor acceso a los alimentos. Por otro lado, las fuentes
tradicionales de produccion de proteina animal ho son amigables con el medio ambiente,

debido a la produccién de metano.

1.4 Objetivos de la investigacion

1.4.1 Objetivo general:
Determinar la digestibilidad proteica in vitro de la harina de Gryllus assimilis.

1.4.2 Objetivos especificos:

Determinar el rendimiento de la harina de Gryllus assimilis

Determinar el andlisis proximal de la harina de Gryllus assimilis.

17



Capitulo 1l

Revision de la literatura

2.1 Proteinas

Las proteinas se han definido como compuestos quimicos nitrogenados de gran peso
molecular que dan soluciones coloidales y que en el andlisis se obtienen aminoacidos
como productos de escision. Ademas, desempefian el mayor nimero de funciones en las
células de los seres vivos formando parte de la estructura basica de tejidos (musculos,
tendones, piel, ufias, etc.) durante todos los procesos de crecimiento y desarrollo.
También desempefian funciones metabdlicas (enzimas, hormonas y anticuerpos) y
reguladoras como: la asimilacién de nutrientes, transporte de oxigeno y grasas en la
sangre, eliminacion de materiales toxicos, regulacion de vitaminas liposolubles y

minerales, etc. (27,28).

2.1.1 Estructura de proteinas

Las proteinas se clasifican segln la complejidad de su estructura, desde polimeros

lineales hasta proteinas oligoméricas.

2.1.1.1 Estructura primaria

Esta conformada por polimeros de aminoacidos largos o polipéptidos estabilizados por
medio de enlaces peptidicos covalentes. La insulina humana (figura 1) es un ejemplo de
esta conformacion compuesta por tres cadenas y estabilizada por enlaces disulfuros.
También en la leche humana, la lactoferrina posee estructura primaria porque esta
formada solo por una cadena polipeptidica (28—30). Ademas de estas, en la saliva
humana también se han identificado proteinas de estructura primaria: Aglutinina,
proteinas ricas en prolina, inmunoglobulinas, lisozima, peroxidasa humana salival, alfa

amilasa salival, estaterina, cistatinas e histatinas (31).
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Figura 1. Estructura molecular de la insulina humana.
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Fuente: Katsung G, Trevor A, Farmacologia Basica y Clinica 13e, 2016 (29).

2.1.1.2 Estructura secundaria

Conformada por enlaces de hidrégeno entre proteinas de estructura primaria, estos
pueden ser hélice a (enlaces de hidrogeno entre grupo carbonilo “n” y el grupo amino
n+4) y hoja 3 (enlaces de hidrégeno entre los enlaces peptidicos). La hélice de colageno
(figura 2) muestra este tipo de estructura, sus aminoacidos glicina, prolina e hidroxiprolina,
se agrupan en estructuras helicoidales y levégiras (28,29). También existen proteinas con
estructura mixta (secundaria y terciaria): quimiotripsina 59%, carboxipeptidasa 55%,

citocromo C 39%, lisozima 52%, mioglobina 78%.

Figura 2. Estructura molecular del coldgeno.
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Fuente: Katsung G, Trevor A, Farmacologia Basica y Clinica 13e, 2016 (29).

2.1.2.3 Estructura terciaria

Forman un espacio tridimensional de modo que las caracteristicas estructurales
secundarias (hélice a y hoja B) se ensamblan para formar dominios. Un dominio es una
seccion de estructura proteinica suficiente para desempefiar una tarea quimica o fisica

particular. Las fuerzas que estabilizan la estructura terciaria de una proteina se establecen
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entre las distintas cadenas laterales de los aminoacidos que la componen. Los enlaces
propios de la estructura terciaria pueden ser de dos tipos: covalentes y no covalentes
(28,32).

Los enlaces no covalentes pueden ser de cuatro tipos: fuerzas electrostaticas entre
cadenas laterales ionizadas, con cargas de signo opuesto, puentes de hidrogeno, entre
las cadenas laterales de AA polares, interacciones hidrofébicas entre cadenas laterales
apolares y fuerzas de polaridad debidas a interacciones dipolo-dipolo. La albamina (figura
3) presente en el 60% de las proteinas plasmaticas, tiene esta estructura. Otras proteinas
con este tipo de estructura son: la caseina (leche), gluteninas (trigo, avena, cebada,
centeno) (figura 4). En esta categoria se puede considerar proteinas mixtas (estructura
secundaria y terciaria) miosina y queratina (pollo y pescado) (28,32—-34)

Figura 3. Estructura quimica de la albumina.
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Fuente: Katsung G, Trevor A, Farmacologia Basica y Clinica 13e, 2016 (29).

Figura 4. Estructura molecular de la gliadina.

Fuente: Fuente. Murray et al. Harper Bioquimica médica, 2007(28).

2.1.2.4 Estructura cuaternaria

Cuando una proteina consta de mas de una cadena polipeptidica (proteina
oligomérica), se dice que tiene estructura cuaternaria. La estructura cuaternaria debe

considerar; el numero y la naturaleza de las distintas subunidades o monoémeros que
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integran el oligémero y la forma en que se asocian en el espacio para dar lugar al
oligbmero (32).

Dichas subunidades se asocian entre si mediante interacciones no covalentes, como

pueden ser puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas o puentes salinos. En

cuanto a uniones covalentes, también pueden existir uniones tipo puente disulfuro entre

residuos de cisteina situados en cadenas distintas. La hemoglobina (figura 5) es un

ejemplo de esta estructura (28,32).

Figura 5. Estructura molecular de la hemoglobina.
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Fuente. Murray et al. Harper Bioquimica médica, 2007 (28).

2.1.2 Metabolismo de proteinas

El metabolismo de las proteinas es un ciclo que consta de tres escenarios, el primero

es la zona de absorcion, a su vez se subdivide en tracto gastrointestinal superior (abarca

hasta el duodeno) y tracto gastrointestinal inferior (abarca hasta el colon), en el segundo

escenario los aminoacidos absorbidos fluyen a través del plasma, también conocido

como pool de aminoacidos libres, parte del pool esta constituido por la demanda

metabdlica. En el tercer escenario los aminoacidos del pool seran utilizados para la

sintesis de nuevas proteinas. A su vez en el tercer escenario (zona de reserva)

proteinas marcadas por la ubicuitina seran degradadas por el proteosoma y sus

aminoacidos liberados al pool para ser reutilizados (35).

Existen pérdidas en: la absorcion, el sudor y la descamacion de la piel generando una

demanda que debe ser cubierta para mantener en equilibrio el ciclo de absorcion y
recambio proteico. La cantidad recomendada es 1g/kg de peso, sin embargo, Millward
(36) argumenta que los modelos factoriales que utiliza la FAO para el calculo del

requerimiento subestiman la eficiencia proteica del alimento (37).
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Figura 6. Metabolismo de las proteinas en humanos.
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Fuente: Consulta de expertos FAO, 2011 (10).

2.1.3 Digestion y absorcién de proteinas

En la digestibn y absorcion de las proteinas intervienen dos clases de enzimas
digestivas proteoliticas: endopeptidasas (pepsina, tripsina, quimiotripsina y elastasa) y
exopeptidasas (carboxipeptidasas, aminopeptidasas, dipeptidasas y tripeptidasas). El
proceso inicia en el estdbmago, el acido clorhidrico activa el pepsinégeno en pepsina, que
a su vez cataliza la hidrolisis de enlaces peptidicos de aminoacidos con cadenas laterales
abultadas. El pancreas secreta tripsina, quimiotripsina y elastasa hacia el intestino
delgado; la tripsina hidroliza esteres de lisina y arginina; la quimiotripsina esteres de
aminoacidos aromaticos y la elastasa esteres de aminoacidos alifaticos neutros
pequefios. Mientras tanto, las exopeptidasas catalizan la hidrolisis de los enlaces péptidos

desde los extremos (figura 7) (38).

Tabla 1. Hidrolisis de aminodcidos por enzimas

Enzimas

Aminoacidos

Tripsina
Quimiotripsina

Elastasa

Lisina y arginina
Aminoacidos aromaticos

Aminoacidos alifaticos

Fuente: Murray et al

. Harper Bioquimica médica, 2007 (9).
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Figura 7. Digestién y absorcién gastrointestinal.
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Fuente. Segura et al. Effect of Digestion on Bioavailability of Peptides with Biological Activity, 2010 (39).

2.2 Calidad proteica

La FAO define la calidad de la proteina como un valor cuantitativo porcentual, el
método aprobado desde 1991 es la Puntuacién de los Aminoacidos Corregida por la
Digestibilidad de la Proteina (PDCAAS), este valor proviene del primer aminoacido
limitante (expresado en porcentaje) multiplicado por el valor de la digestibilidad. Ademas,
la FAO considera que la digestibilidad de la proteina es una buena aproximacion de la
biodisponibilidad de los aminoacidos. Sin embargo, en la Ultima consulta de expertos FAO
(10), se propone un nuevo método para evaluar la calidad de las proteinas “Puntuacion de
los Aminoacidos Indispensables Digestibles (DIAAS)”, se definen asi: % DIAAS = 100 x
[(mg del amino&cido indispensable digestible de la dieta en 1 g de la proteina de la dieta /

(mg del mismo aminoé&cido de la dieta en 1 g de la proteina de referencia)] (10,40).

2.1.2 Patron de puntuacion de aminoacidos mg/g de requerimiento de proteina

Los patrones de puntuacion de aminoacidos son los requerimientos de aminoécidos

indispensables (AAl) por edad, ademas son un punto de comparacion entre el perfil de
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aminodcidos digestibles de un alimento para calcular la calidad de las proteinas (tabla 2):
la composicién en aminoacidos de la leche materna (para lactantes hasta los 6 meses),
nifios pequenos (para 6 meses hasta los 3 afios) y nifios mayores (para nifios mayores,
adolescentes y adultos) (10,41-43).

Tabla 2. Patrones de Puntuacion de Aminodcidos para Efectos de Regulacion

Grupo de edad His lle Leu Lys SAA AAA Thr Trp Val

Patron de puntuacion mg/g de requerimiento de proteina

Lactantes (recién nacido hasta 6 meses) 21 55 96 69 33 94 44 17 55
Nifios (6 meses hasta 3 afios) 20 32 66 57 27 52 31 8.5 43
Nifios mayores, adolescentes y adultos 16 30 61 48 23 41 25 6.6 40

His, histidina; lle, isoleucina; Leu, leucina; SAA, aminoacidos azufrados; AAA, aminodacidos aromaticos; Thr,
treonina; Trp, triptéfano; Val, valina. Fuente: FAO, Evaluacidn de la calidad de la proteina de la dieta en
nutricién humana, 2011 (10).

2.1.3 Digestibilidad proteicay metodologias

La digestibilidad no es la propiedad fija de un alimento sino el reflejo de la interaccion
entre el alimento y el individuo que lo ingiere, puede estar sujeto a variaciones
individuales. En ese contexto la digestibilidad proteica es la proporciéon del macronutriente

consumido que se absorbe (que ha desaparecido del tracto digestivo).

La FAO recomienda el método de digestibilidad ileal verdadera de los AAI en humanos,
sin embargo esto no siempre es posible y se puede seguir las siguientes
recomendaciones expresadas en el siguiente algoritmo (figura 8) (10,44)

Figura 8. Algoritmo de digestibilidad proteica segun FAO
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Fuente: FAO, Evaluacidn de la Calidad de la Proteina de la Dieta en Nutricién Humana, 2011 (10).
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2.2.2.1 Digestibilidad fecal

Esta metodologia se basa en un principio fisiol6gico basico:
Absorcion proteica = Ingestion proteica — Excrecién proteica

Para dicho fin, se calcula la ingesta proteica (g/Kg de peso) de 5 animales (cerdos o
ratas jévenes) y para calcular la excrecion proteica se procede a recolectar heces, orina 'y
se calcula el nitrégeno (g). Luego se multiplica por el factor de conversion pertinente (Kp)
y de esta manera se conoce la pérdida de proteinas, por ende la utilizacion de la fuente

proteica evaluada (45).

Este método tiene la ventaja de un bajo costo de unidad experimental si se opta por
ratas joévenes, la cantidad de dieta suministrada es minima debido al reducido volumen
gastrico de los roedores y a su practicidad en cuanto a protocolos experimentales si lo
comparamos con humanos. En cuanto a sus desventajas: no distingue la digestion de la
fermentacion, debido a la oxidacion de los aminoacidos que no fueron absorbidos en el
colon, y por ello sobrestima la utilizacion de la proteina evaluada. Ademas, se requiere de
equipo especializado: jaulas metabdlicas, para estimar correctamente el nitrdgeno
excretado, y en el caso de cerdos se requiere de mayor control y costo en cuanto a dieta
(46-48).

2.1.3.1 Digestibilidad ileal

Esta metodologia, utiliza el mismo principio de ingestién y excrecion, pero sefiala un
nuevo punto de corte para recolectar la proteina no utilizada: el ileon terminal, de esta
manera se elimina el sesgo de la fermentacion. El punto de recoleccion es la unién entre

el ciego y el ileon a través de canulas T para recolectar el contenido digestivo (49,50).

La principal ventaja de este método es el control y mayor precision en la estimacion de
la digestibilidad, debido a que la proteina no utilizada es recolectada directamente hacia
una bolsa por medio de canulas. Ademas, nuevas investigaciones estan determinando el
contenido de aminoécidos en este punto y de esta manera se obtiene una digestibilidad
especifica por cada aminoécido. La supervision constante en el caso de animales es una
desventaja debido a que pueden desprenderse de las canulas, también pueden

ocasionar infecciones secundarias que alteraran los resultados (51).

2.1.3.2 Digestibilidad in vitro

Esta metodologia es una simulacion de laboratorio donde se mide la reaccién de las

enzimas digestivas proteoliticas sobre la proteina evaluada en su fase géstrica (pepsina) y
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su fase intestinal (tripsina, quimio tripsina y entero proteasa). El principio quimico es la no
solubilidad de las proteinas. Esta prueba mide la cantidad de proteina (g) que se precipita
luego de la reaccién de las cuatro enzimas mencionadas, asi pues, se estima la utilizacion
de la fuente evaluada. Ademas, la FAO recomienda este método como medida indirecta

del correcto procesamiento de una materia prima (52,53).

La principal ventaja de este método es su costo y puede ser realizado en horas,
ademds evita el sesgo del nitrdgeno endégeno y muestra un coeficiente de correlacion (r
= 0.9) con la digestibilidad fecal en ratas, la FAO recomienda el método de las 4 enzimas
(pepsina, tripsina, quimio tripsina y entero proteasa) no obstante, la metodologia mas

utilizada es digestibilidad por pepsina (54,55).

2.3 Proteinas emergentes

El abastecimiento de alimentos para garantizar la seguridad alimentaria por el
acelerado crecimiento de la poblacion ha llevado a la exploracion de fuentes alternativas
de alimento encabezadas por la produccion de proteinas emergentes, que cumplan el
papel de las proteinas animales tradicionales pero que sean altamente disponibles,

eficientes y de bajo costo (8). Entre ellas podemos considerar:

2.3.2 Algas y microalgas

Las algas y microalgas son organismos autétrofos de elemental estructura que pueden
ser utilizadas como suplemento dietético por su contenido de proteina (tabla 3) en
productos como: galletas, tortillas, harinas, etc. Sin embargo, no poseen la cantidad de
aminoacidos indispensables (tabla 4). Asi como, la produccién a escala comercial se ve
limitada por la falta de cultivos sostenibles y rentables, puesto que para obtener altas
concentraciones de proteina se necesitan insumos adicionales (cultivos mixotréficos) lo

gue se ve reflejado en el precio de mercado (56,57).

Tabla 3. Valor nutricional de algas verdes pardas y rojas.

Algas Proteinas Lipidos Cenizas Fibra dietética total
Grateloupia turuturu 22.9+2.0 26+0.1 18.5+0.6 60.4+2.3
Ulva clathrata 20.1+0.1 22+0.1 27.5+0.2 40.6
Ulva lactuca 27.2+11 0.3+0.0 11.0+£0.1 60.5
Ulva lactuca 8.46+0.01 7.87 £0.10 19.59+0.51 54.90 £ 0.95
Durvillaea antartica (tallo) 11.6+0.9 43+0.6 25.7+25 -
Laminaria saccharina 25.7+0.11 0.79 £ 0.07 34.78 +0.08 -
Hizika fusiforme 10.9+1.0 1.4+0.1 - 62.3+0.7

Fuente: Quitral et al. Propiedades nutritivas y saludables de Algas Marinas y su potencialidad como ingrediente funcional

(58).
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Tabla 4. Aporte aminoacidico de la Espirulina

Puntuacién de His lle Leu Lys SAA AAA Thr Trp Val
aminodcidos

Espirulina (mg/g 2.03 4.7 6.3 3.64 3.54 3.93 4.22 0.9 5.49
proteina)

Patrén FAO (mg/g 20 32 66 57 27 52 31 8.5 43

proteina)

Fuente: Gutiérrez y Tello, Evaluacidon de la incorporacién de espirulina sobre las propiedades nutricionales y sensoriales

de una galleta a base de harina de trigo y kiwicha, 2018 (56).

Por razones técnicas y econdémicas, no es la intencion aislar y utilizar solo la proteina,
debido a que también posee carotenoides, polifenoles y su principal antioxidante
ficocianina (78.51mg) (59), con un poder antioxidante 20 veces mayor a la vitamina C. Por
estas razones su aprovechamiento en general de nutrientes es la tendencia de este
producto (60,61).

2.3.2 Hongos y levaduras

Otra alternativa en desarrollo son alguna especies de hongos como el Fusarium
venenatum que es un hongo originario de Inglaterra, utiliza 20 veces menos agua que la
generacion de la proteina animal, sin embargo, su cultivo ain no ha sido reproducido
fuera del laboratorio por lo que se plantea desarrollar una estrategia tecnoldgica y
comercial para descentralizar su produccién y hacerlo un alimento sustentable (11).
Ademas, el aporte proteico es aproximadamente 2 g por cada 100 g de alimento
comestible en base humeda (94% de agua) (62). En Pera en la region de Lambayeque se
cultiva Suillus luteus para la exportacion y a pesar que esta especie ya fue domesticada,
su bajo aporte proteico (estado natural 4% y base seca 20%) lo limita como una fuente
proteica (63).

Por el contrario, las levaduras si aportan entre 45% y 55% de contenido proteico (base
seca). Este microorganismo es adecuado para la produccion de proteinas unicelulares,
asi pues los suplementos de cereales enriquecidos con esta fuente, son similares a las
proteinas animales (64). Dias et al. (65) evaluaron la digestibilidad proteica fecal en ratas
para Saccharomyces sp en tres presentaciones entero, auto aislado y extracto, y se tomo
como referencia la digestibilidad de la caseina (95%). Los resultados fueron de 83%, 86%
y 95% respectivamente, a pesar de los valores altos de digestibilidad, el contenido
elevado de acidos nucleicos (3,9%-4,3%) comparado con la sardina fresca (0.32%) (12)
es uno de los inconvenientes de esta fuente proteica. La concentracion de acido Urico en
sangre se elevd de 1.74 mg/dl a 2.4 mg/dl. A pesar de ello, se encuentra dentro de los
rangos de referencia para ratas de laboratorio (0.5 — 3.4mg/dl), sin embargo, no seria

recomendable en personas con trastorno metabdlico del catabolismo de las purinas (66).
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Estas fuentes de proteina unicelular (microalgas y levaduras) fueron evaluadas en
humanos el 2009 por la OMS vy los resultados indicaron que la digestibilidad ileal fue 66%

para ingesta por via oral y 68% por via parenteral (10).

2.3.3 Insectos

Una nueva fuente proteica emergente son los insectos, los cuales fueron autorizados
desde el 1 de enero del 2018 en la Union Europea (UE) para ser utilizados y
comercializados como alimentos. En ese sentido, la entomofagia es una alternativa de
fuente proteica sostenible. Los insectos ya se utilizaban para el consumo humano directo
en muchas partes del mundo como en el continente Asiatico y en América del norte
(México)(67), sin embargo, en la antigiiedad su consumo era mas extendido. En Grecia
(343 a.C.), Aristételes escribié en su Historia Animalium: “La larva de la cigarra cuando
consigue su tamafio completo se convierte en una ninfa en el suelo, entonces sabe mejor,

antes de que se rompa la cascara, es decir, antes de la ultima muda” (68).

En China, Li Shi Zhen en su compendio de “Materia Médica”, muestra un impresionante
registro de todos los alimentos incluyendo una gran cantidad de insectos como
escarabajos, saltamontes, mariposas, grillos, cucarachas, abejas, avispas, etc. Ademas,
se destacan los beneficios medicinales. La Biblia también hace referencia al consumo de
insectos de manera selectiva: “toda especie de langostas, grillos y saltamontes” (Lev
11:22) (69), en ese sentido J. Moskala (70) en la Universidad de Andrews, desarroll6 una
investigacion con el propésito de descubrir y comprender el origen, naturaleza, razon y

aplicabilidad del estipulaciones dietéticas mencionadas en la Biblia.

La lista de animales permitidos mencionada en Leviticos 11 es Unica y ningun texto la
contradice, el tipo de locomocién y las caracteristicas anatomicas, es el atributo principal
de todos los animales permitidos y debido a estas cualidades se disminuye la superficie
de contacto de la parte comestible frente a la contaminacion, en el caso de los insectos
limpios al estar expuestos por su tamafio a una mayor contaminacion es fundamental la
cualidad del salto como mecanismo de defensa y de limpieza, por lo tanto si el insecto
ademds de su cuatro patas posee dos adicionales que le permiten ejecutar esta faena se

considerara como comestible.

En la actualidad, la lista de insectos comestibles publicada por la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) incluye a grillos, langostas, saltamontes, y algunas

especies de gusanos y escarabajos (tabla 5) (71-73).
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Tabla 5. Lista de insectos comestibles autorizada por la Union Europea

Nombre comun Nombre cientifico Orden

Grillo comun Acheta domesticus Orthoptera
Grillo de bicolor Gryllus assimilis Orthoptera
Grillo de campo Gryllus bimaculatus Orthoptera
Grillo rayado Gryllodes sigillatus Orthoptera
Langosta migratoria Locusta migratoria Orthoptera
Langosta del desierto Schistocerca gregaria Orthoptera
Saltamontes Schistocerca americana Orthoptera
Escarabajos de la cama Alphitobius diaperinus Coleoptera
Gusano de la harina Tenebrio molitor Coleoptera
Super gusanos Zophobas atratus Coleoptera

Fuente: Arbeit Soziales, Gesundheit und Konsumentenschutz, Leitlinie, 2017 (16).

2.3.4 Quitinay digestibilidad

En los insectos la quitina es el simil de la celulosa por su estructura, sin embargo
internamente la quitina posee aminoacidos libres que no estan disponibles debido a la
ausencia de quinasa en personas sin costumbres entomofagicas (74). Marono et al. (75)
investigaron la relacién entre el contenido de quitina y la digestibilidad de algunos insectos
y encontraron que existe una correlacion negativa (P <0.05) entre el contenido de quitina

y la digestibilidad proteica de los insectos (tabla 6).

Tabla 6. Contenido de quitina y coeficientes de digestibilidad de insectos comestibles.

Nombre comtin Contenido de Quitina (Fibra) Rango de
100 g Digestibilidad %

Grillo comun 6.47 65—-91
Grillo de bicolor 4.85 81.8-88
Grillo de campo 7.7 77 -81.2
Langosta migratoria (larvas) 7.5 80
Langosta del desierto 27 43.8
Gusano de la harina 18 65.5
Super gusanos 17 63

Fuente: Compilacion de: Bosch et al. Protein Quality of Insects as Potential Ingredients for Dog and Cat Foods. 2014,
(76); Pacheco, Analisis Comparativo del Contenido Proteinico entre dos Ordenes de Artrépodos del Noreste de México
(Orthoptera y Arachnida) y Grupo Cérnico (Artiodactyla) como Alternativa de Complemento Alimenticio, 2010 (77);
Norhidayah et al. Apparent Digestibility Coefficients and Amino Acid Availability of Cricket Meal, Gryllus bimaculatus,
and Fishmeal in African Catfish, Clarias gariepinus,Diet, 2016, (20); Lenka Koutimska y Anna Adamkova, Nutritional and
sensory quality of edible insects Lenka, 2016, (78).

2.3.5 Descripcion del Gryllus assimilis

La especie Gryllus assimilis es un insecto de la orden Orthoptera y de la familia
Grillidae (Figura 9). Conocidos como grillos bicolores o grillos silenciosos, éste ultimo
nombre es atribuido debido a que no emiten un canto prolongado, se caracterizan por

poseer exoesqueletos centrales, miden entre 25 y 30 milimetros de largo, las hembras
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son mayores gue los machos y el cuerpo es de color pardo oscuro. Las hembras de esta
especie presentan una estructura oscura, fina y delgada situada entre los dos pelos
sensores al final de su abdomen, llamada ovopositor u oviscapto lo cual facilita la

diferenciacion de los sexos (figura 10) (79).

Su locomocién tiene dos variantes: su desplazamiento terrestre al ras del suelo que a
diferencia de otros insectos no fricciona su cuerpo al momento de desplazarse debido a
sus dos patas delanteras, las mismas que le permiten adicionar a este movimiento el salto

de hasta 30 veces su tamario corporal (70).

A partir de las ocho semanas de vida, los grillos son capaces de reproducirse. Cada
macho puede fecundar a 25 hembras aproximadamente y éstas pueden llegar a poner
entre 150 y 200 huevos a lo largo de su vida. El Gryllus assimilis, al igual que todos los

grillos, poseen 3 etapas de vida: larva, ninfa y grillo adulto (80).

Figura 9. Taxonomia del Gryllus assimilis
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Fuente. Vignolo C. 2015 (79).
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Figura 10. Gryllus assimilis macho y hembra

Fuente. Vignolo C. 2015 (79).

2.3.6 Valor nutricional de la harina Gryllus assimilis

La distribucion de esta especie se concentra en Norte América (sur de los Estados
Unidos, México) y Sudamérica (Colombia y Peru), los valores nutricionales (tabla 7)

corresponden a ejemplares de territorio peruano y mexicano (81).

Tabla 7. Andlisis proximal y digestibilidad in vitro del Gryllus assimilis

Harina de grillo % en base seca
Gryllus assimilis 100 g
Proteinas 54.69%
Grasas 29.78%
Cenizas 2.83%
*Fibra 4.85%
Carbohidratos 7.85%
%Digestibilidad in vitro 88.05%

*Se considera la cantidad de quitina del insecto, parte no
digerible
Fuente: Koga R. 2014 (82), Pacheco A. 2010 (77).

En cuanto a las dos especies de grillos restantes se reportan para el grillo comdn
(Acheta domesticus) rangos de digestibilidad mas altos y para el grillo de campo (Gryllus

bimaculatus) el menor aporte proteico de las tres especies (tabla 8).

Tabla 8. Digestibilidad y aporte proteico de las especies de grillos

Nombre comtin Nombre cientifico Rango de aporte Rango de digestibilidad
proteico en 100 g

Grillo comun Acheta domesticus 60.6 - 70 65% -91%
Grillo de bicolor Gryllus assimilis 66.9 - 75 81.8% - 88%
Grillo de campo Gryllus bimaculatus 57 -58 77% - 81.2%

Fuente: Compilacion, Bosch et al. Protein Quality of Insects as Potential Ingredients for Dog and Cat Foods. 2014, (76);
Pacheco, Analisis Comparativo del Contenido Proteinico entre dos Ordenes de Artrépodos del Noreste de México
(Orthoptera y Arachnida) y Grupo Cérnico (Artiodactyla) como Alternativa de Complemento Alimenticio, 2010 (77), (20).
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2.4  Antecedentes de Investigacién

El 2017, Miech et al. (83) en Camboya evaluaron el aporte proteico y la digestibilidad
de la harina de grillo (Gryllus campestris) en cerdos. Para la evaluacion de la digestibilidad
se prepararon dos dietas: la primera incluia todo el insecto molido y la segunda grillos
pelados (sin patas) . El aporte proteico se determiné con el método de Kjeldhal resultando
el 62.5% para harina de grillo entero y el 60% para harina de grillo pelado. La
digestibilidad de la harina de grillos enteros fue del 84% y la digestibilidad de la harina de
grillos pelados fue de 83%, por lo tanto, se concluyd que no existen diferencias
significativas de digestibilidad para grillos pelados y se recomendo utilizar la totalidad del

insecto para evitar merma (38% de total).

El mismo afio, en Indonesia Jayanegara et al. (84) evaluaron el aporte proteico y la
digestibilidad in vitro de la harina de grillo (Gryllus assimilis), para dichas pruebas
elaboraron tres muestras, muestra 1 (harina de grillo entero), muestra 2 (harina de grillo
sin patas, alas y cabeza) y muestra 3 (harina de grillo previa deslipidacion). El aporte
proteico de las muestras se determiné por el método de Kjeldahl siendo el resultado: el
54.1%, 50.3% y 62% respectivamente. Al determinar la digestibilidad, se obtuvieron los
siguientes coeficientes 78.9%, 80.8% y 89.5% respectivamente. Ademas, se determiné el
contenido de quitina en dos muestras: harina de grillo entero (7.7%) y harina de grillo sin
exoesqueleto (3.5%). Se concluyd que la remocién del exoesqueleto mejora levemente la
digestibilidad (1.9%), sin embargo, la eliminacion de este afecta el contenido proteico en

comparacion al entero (8.2%).

En Malasia el 2016 Norhidayah et al. (20) evaluaron el aporte proteico y la
digestibilidad de la harina de grillo (Gryllus bimaculatus) en bagres africanos. Los grillos
fueron adquiridos de una granja local, para luego ser procesados en harina. El aporte de
proteico se determin6 con el método de Kjeldahl y dio como resultado el 57% de proteina.
Se evalud la digestibilidad proteica de la dieta (harina de grillo, arroz y soya, mezcla al
30% de proteina) y se obtuvo un coeficiente de digestibilidad de 81.21%. Ademas, se
evalué la digestibilidad de los aminoacidos esenciales de la dieta. El coeficiente de
digestibilidad méas alto (96.1%) fue de lisina mientras que la metionina obtuvo el
coeficiente mas bajo (90.6%). Se concluy6 que la proteina de grillo en una dieta mixta
tiene una digestibilidad alta y los aminoacidos de la misma tienen una digestibilidad muy

alta, por lo que se recomienda el uso de esta fuente en dietas mixtas.

En Indonesia el 2016, Apri et al. (85) evaluaron el aporte proteico de la harina de grillo

(Gryllus bimaculatus) y la digestibilidad proteica in vivo de una dieta mixta en corderos. La
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determinacion del aporte proteico se realiz6 con el método de Kjeldahl resultando 58%.
Para la evaluacion de la digestibilidad se utilizaron 12 corderos a los cuales se le
administré una dieta isoproteica (17%). La mezcla contenia harina de Gryllus bimaculatus
y Brachiaria humidicola como forraje. El resultado de la digestibilidad fue 77%. Se
concluyé que la harina de grillo puede reemplazar el alimento tradicional del ganado

(soya), lo cual ayudaria a reducir la produccion de metano significativamente.

En Holanda el 2013, Bosch et al. (76) evaluaron el aporte proteico y la digestibilidad in
vitro de la harina de dos insectos (Acheta domesticus y Blaptica dubia). El contenido
proteico se determin6 con el método de Kjeldahl obteniendo un aporte de 70% y 64.4%
respectivamente. La digestibilidad in vitro fue 91.7% para la harina de Acheta domesticus
y 83.8% para el Blaptica dubia. Se concluyé que la harina de grillo y la harina de
cucaracha poseen un alto contenido proteico, sin embargo, el contenido en aminoacidos
de la harina de Blaptica dubia no cubre el patrén FAO de referencia (10) debido a su

digestibilidad menor.

En México, Pacheco (77) en el 2010, realiz6 un estudio para evaluar el aporte proteico
y la digestibilidad in vitro de dos insectos: el grillo (Gryllus assimilis) y la tarantula
(Brachypelma vagans). El aporte proteico se obtuvo con el método de Kjeldahl resultando
75.32 % de proteina para el Gryllus assimilis y el 85.04 % de proteina para la tarantula
(Brachypelma vagans). Para la prueba de digestibilidad se utiliz6 el método in vitro dando
como resultados: 88.05% de coeficientes de digestibilidad para el grillo y 85.15 % de
coeficiente de digestibilidad para la tarantula. El contenido de quitina fue determinado de
manera indirecta mediante el factor de nitrégeno en quitina (6.8%), para estimar este valor

se realizaron dos procedimientos (desmineralizacion y desproteinizacion).

Roberto Koga et al. (23) en 1999 fueron los pioneros en Perl en evaluar el aporte
proteico y la digestibilidad en vitro en base seca del grillo al cual denominaron: Gryllus
peruviensis. La muestra se recolect6 manualmente en el Valle de Mala, el aporte proteico
fue determinado en base seca (humedad 69.3%) obteniendo el 66.9% de proteinas por el
método de Kjeldahl y un coeficiente de digestibilidad por pepsina del 81.8%. El contenido
de fibra (13.0%) se determiné por digestion acida y alcalina. Sin embargo, el investigador
no utilizé la taxonomia oficial para denominar al grillo de este estudio puesto que soélo
existen tres especies de este género: Gryllus assimilis, Gryllus bimaculatus y Gryllus
campestris, todos ellos propios de nuestra region (86). Por lo tanto, no se tiene una
referencia exacta de estos valores nutricionales para ser asociado con alguna de estas

tres especies.
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Posteriormente, Pérez et al. (25) en Trujillo en el 2012, realizaron un estudio para
evaluar el aporte proteico y la digestibilidad fecal de la harina de grillo (Acheta
domesticus), parte de la muestra fue seleccionada manualmente en la ciudad de Talara y
el resto de la muestra fueron criados en el laboratorio, los resultados determinaron un
60.66% de proteina para los grillos de laboratorio y 61.05% de proteina para los grillos de
campo ambos por el método de Kjeldhal. La digestibilidad fecal se realizO mediante la
recoleccion de heces de cuatro roedores resultando un coeficiente de digestibilidad del
65%, el aporte de fibra fue incluido en carbohidratos totales. A diferencia de Koga (82)
esta vez se utiliz6 correctamente la taxonomia, sin embargo, para el proceso de
elaboracion de harina se utilizaron morteros, por lo cual los resultados no provienen de

una muestra homogénea, ademas, no se determiné el aporte de quitina (fibra).
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Capitulo 1l

Materiales y métodos

3.1 Lugar de ejecucion

La elaboracién de la harina de Gryllus assimilis se realiz6 en el Centro de nvestigacion
de Tecnologia de Alimentos (Cital) de la Universidad Peruana Unién, el analisis proximal y
la digestibilidad in vitro se realizaron en los laboratorios de Inspection & Testing Service
del Pera S.A.C.

3.2 Materia prima, insumos y equipos

La materia prima estuvo conformada por 4 000 grillos adultos (Gryllus assimilis) con un

peso total de 2.2 kg sin procesar (anexo 1).

- Bandejas de aluminio

- Bowl

- Secador de bandeja, Marca: Innova, Modelo: QB-60
- Molino de mano

- Bolsas de polietileno

- Congeladora vertical

- Balanza electroénica

3.3 Flujo de la elaboracién de la harina de Gryllus assimilis

La materia prima se proceso siguiendo el flujo descrito en la figura 11, los detalles se

presentan en el anexo 2.
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Figura 11. Flujo de elaboraciéon de la harina de Gryllus

4 N\ ]
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materia prima
J desmembrados
~ -
Congelamiento de -8°C por 1 hora
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Secado de materia 80 °C por 24 horas,
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N\ -
Molienda de Ia .~ Molino de mano
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\ -
e \
Secado de la 80 °C por 8 horas,
molienda ~  secadora de bandeja
\ J .
4 -
Envasado de la
harina de Gryllus ™ Bolsas de Polietileno
assimilis

Fuente: (87)(72)(88)

3.4 Analisis de la harina de Gryllus assimilis

3.4.1 Analisis proximal

Se realiz6 segun el método Association of Official Analytical Chemistic (AOAC) (Anexo
3), 20th edicion 2016, los contenidos de humedad, proteina cruda, grasa, fibra cruda y
extracto libre de nitr6geno

3.4.2 Determinacion de la digestibilidad proteica in vitro

Se determind la digestibilidad proteica in vitro de la harina de Gryllus assimilis,

mediante el analisis de piensos y forrajes Max Becker 1961 (anexo 4).

3.5 Disefo ytipo de estudio

El estudio tuvo un enfoque cuantitativo no experimental, de tipo descriptivo de corte
transversal.

36



Capitulo IV

Resultados y discusion

4.1 Rendimiento

Con una cantidad de 2.2 kg determinados por el peso promedio individual del insecto
(anexo 5) (4000 grillos aproximadamente) se obtuvo 410 g de harina de Gryllus assimilis,
el rendimiento obtenido fue del 18.6% (tabla 9). En concordancia, Portillo et al. (88)
informaron un rendimiento de 17%, también se utiliz6 el procedimiento de doble secado;
en discordancia, en Guatemala Icu et al. (89) reportaron un 31% de rendimiento, debido
al proceso de secado, porque solo se realizé una vez. Por otra parte, en Espafia Pérez
(90) obtuvo un rendimiento del 35.6% mediante el proceso de liofilizacién, este proceso

duplica el rendimiento del método tradicional e incrementa la concentracion proteica.

Tabla 9. Rendimiento de la harina de grillo.

Harina de grillo % de rendimiento Metodologia N° de secados
Pert 2019 18.60% Tradicional 2
El Salvador 2017 17% Tradicional 2
Guatemala 31% Tradicional 1
Espafia 35.60% Liofilizacién 1

Fuente: Compilacién de datos (88)(89)(90).

4.2 Anélisis proximal

Los resultados del ensayo (anexo 6) de analisis proximal se muestra en la tabla 10. Y
el aporte proteico de la harina de grillo es de 56.7%, este valor es similar a lo reportado en
Pera por Koga et al. (96) sin embargo, existe discordancia con los valores reportados en
El Salvador (88), Brasil (91), Ecuador (92) y Colombia (93) con valores de 60%, 62.1%,
63% y 67.1% respectivamente (tabla 11). Cabe mencionar, que estos paises presentan un
clima mas calido, lo cual es propicio para el desarrollo y el crecimiento del grillo. Por otro
lado, Pacheco et al. (77) reportd el valor mas alto en México con 75.32%, este valor se
justifica debido a las granjas de crianza que existen en este pais, donde la entomofagia
tiene un larga tradicién y el proceso de obtencion de la harina se encuentra
estandarizado. En contra parte, en Guatemala Icu et al. (89) reportaron el valor mas bajo
con 38%, la razon se encuentra en el proceso de obtencion de la harina la cual solo fue

secada una vez.
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Tabla 10. Andlisis proximal de la harina de Gryllus assimilis

Parametro Resultado (%)
Proteina cruda 56.7
Grasa 21.3
Fibra cruda 4.9
Ceniza 2.1
Humedad 8.2
Extracto libre de nitrégeno 6.8

Fuente: de Inspection & Testing Service del Peru S.A.C.

Tabla 11. Aporte proteico de la harina de grillo en paises de América

Pais de origen Aporte proteico (%) en 100 g
base seca

Peru 54.7

Guatemala 38

El Salvador 60

Brasil 62.1

Ecuador 63

Colombia 67.1

México 75.3

Fuente: Compilacién de datos (23)(89)(88)(91)(92)(93)(77).

Con respecto a los valores proteicos de la harina de grillo reportados en otros
continentes (tabla 12), se aprecian valores similares en Indonesia (84), Malasia (20) y
China (94) con 54.1%, 57% y 58.3% respectivamente, ademas, coeficientes mas altos se
informé en Camboya (83) e India (95) con 62.5% y 65%. Por ultimo, en Holanda Bosch et
al. (76) reportaron un aporte proteico 13.3% mas alto que el presente estudio, esto se
debe al proceso de obtencion de la harina. La materia prima se liofilizé retirando asi la
humedad por sublimacién permitiendo una concentracion mas alta de todos los

macronutrientes.

Tabla 12. Aporte proteico de la harina de grillo en otros continentes

Pais de origen Aporte proteico (%) en 100 g
base seca

Indonesia 54.1

Malasia 57

China 58.3

Camboya 62.5

India 65

Holanda 70

Fuente: Compilacién de datos (85)(20)(94)(83)(95)(76).
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El aporte proteico de harina de Gryllus assimilis en relacion a otras harinas es similar
con el Tenebrio molitor (Tabla 13) asi lo reporta De Marco et al. (96) y Yi et al. (97),
ambos concuerdan con un 52%. Ademas, el presente estudio se debe contrastar con
productos en base seca (harinas y polvos) para no sobreestimar el aporte proteico, en ese
contexto la harina de pescado es superior en contenido proteico con 68% FAO (98), no
obstante su aplicacion como producto terminado es limitada por sus caracteristicas
organolépticas. En contraste, la leche entera en polvo tiene una alta difusibn comercial,
siendo su contenido proteico 27%, le sigue la harina de trigo con 10.5% y la harina de
maiz con 8.7% (98).

Tabla 13. Aporte proteico de otras harinas

Tipo de harina Aporte proteico (%) en 100 g
base seca

Harina de Tenebrio molitor 52

Harina de pescado 68

Leche entera en polvo 27

Harina de maiz 8.7

Harina de trigo 10.5

Fuente: Compilacién de datos (96) (98).

4.3 Digestibilidad

El resultado del ensayo (anexo 6) de digestibilidad proteica in vitro fue 85.7% (Tabla
14), dicho valor esta dentro del rango de digestibilidad in vitro de las proteinas de los
insectos documentados (77.9% al 98.9%) (99). Un valor similar (tabla 15) se informé en
Pert en 1999 por Koga et al. (23) 81.8% no obstante, no se clasificé taxonémicamente al
insecto el cual fue bautizado como Gryllus peruviensis, especie que no se encuentra
reconocida por la entomologia (86). Por otra parte, en México Pacheco (77) report6 un
coeficiente de digestibilidad de 88.05% y un valor semejante en Guatemala 87% (89). Se

puede apreciar que los valores de digestibilidad para grillos de la region son similares.

Tabla 14. Digestibilidad proteica in vitro de la harina de Gryllus assimilis

Parametro Resultado (%)

Digestibilidad por pepsina 85.7

Fuente: Inspection & Testing Service del Perd S.A.C.
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Tabla 15. Digestibilidad proteica in vitro de la harina de grillo en paises de América

Pais de origen Digestibilidad proteica in vitro (%)
Peru 81.8

México 88.1

Guatemala 87

Fuente: Compilacién de datos (23)(77)(89).

Con respecto a la digestibilidad proteica in vitro reportada en Asia, Europa y Africa.
Valores similares al presente estudio (tabla 16) se documentaron en Camboya, Miech et
al. (83) determinaron la digestibilidad de este insecto en 83%, del mismo modo, en
Malasia Norhidayah et al. (20) calcularon la digestibilidad del grillo en 81.21%, por otra
parte, se reportaron coeficientes mas altos al presente estudio (superiores al 90%) en
territorio britanico donde Dierenfeld et al. (100) determinaron la digestibilidad méas alta en
cuanto a grillos se refiere 95.22%, cabe mencionar, que los insectos provienen de una isla
en altamar. Del mismo modo, en Nigeria, Adebowale et al. (101) calcularon la
digestibilidad proteica in vitro en machos y hembras 90.7% y 94.7% respectivamente. En
contra parte, se reportaron valores inferiores a este estudio (menores al 80%) en
Indonesia, Jayanegara et al. (84) informaron valores para Gryllus assimilis de 78.9% y en

la India, Stone et al. (95) sefalaron 76.2%.

Tabla 16. Digestibilidad proteica in vitro de la harina de grillo en otros continentes

Pais de origen Digestibilidad proteica in vitro
(%)

Camboya 83

Malasia 81.2

Monserrat 95.2

Nigeria machos 90.7

Nigeria hembras 94.7

Indonesia 78.9

India 76.2

Fuente: Compilacién de datos (83)(20)(100)(101)(84)(95).

La digestibilidad de la harina de grillo de este estudio, en comparacion a dietas mixtas
(con harina de grillo como fuente proteica), fue superior para valores menores al 15% de
proteina de grillo (tabla 17), asi se aprecia en el estudio de Pérez et al. (25) quienes
incluyeron proteina de grillo al 10% en una dieta mixta, resultando el 65% de digestibilidad
proteica. Por el contrario, en Camboya Miech et al. (83) formularon una dieta mixta al
18.4% de proteina de grillo, la digestibilidad obtenida fue 73%. También, en Indonesia
Jayanegara et al. (84) incrementaron la fraccion proteica al 30%, obteniendo 78.9% de

digestibilidad proteica, también se reportaron valores similares al presente estudio (mayor
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al 80%) para dietas mixtas. En China, Wang et al. (94) obtuvieron una digestibilidad
proteica del 85% en una dieta mixta al 15% de proteina; y la digestibilidad proteica para
dietas mixtas mas alta fue reportada en Holanda por Bosch et al. (76) con 88% con un
aporte proteico al 29.4%. Estos valores reportados en China y Holanda, similares al
presente estudio son producto de la deslipidacién de la harina como parte del proceso de

obtencién de la misma.

Tabla 17. Porcentajes de harina de grillo en dietas mixtas y su digestibilidad proteica

Pais de origen Harina de grillo (%) en dietas Digestibilidad proteica
mixtas (%)

Peru 10 65

Indonesia 30 78.9

Camboya 18.4 84

China 15 85

Holanda 29.4 88

Fuente: Compilacion de datos (25)(84)(83)(94)(76).

Al comparar la digestibilidad proteica in vitro de las harinas de Gryllus assimilis y
Tenebrio molitor se encontrdé un valor similar (tabla 18) al reportado el 2016 por Yi et
al.(97) en Holanda con 80%, sin embargo, este coeficiente solo refleja la digestibilidad de
la fraccién sobrenadante, siendo menores los valores del sedimento y el residuo con 50%
y 24% respectivamente. Adicionalmente, el 2015 De Marco et al. (96) reportaron una
digestibilidad proteica del 60%, esta vez se analizé la proteina completa y se utilizo la
metodologia de digestibilidad fecal (pollos). Por otro lado, al compararlo con los valores de
digestibilidad reportados por la FAO (2011) para algunos alimentos se encontraron
valores similares con la harina de maiz con el 82% y la leche entera en polvo con 89%,
ambos alimentos fueron evaluados en humanos utilizando la metodologia de digestibilidad
ileal.

En contraparte, valores superiores al 90% se obtuvieron para la harina de trigo en
humanos con 92% y leche entera en polvo en ratas con el 92%, también mediante
digestibilidad ileal. Cabe mencionar, en productos procesados la digestibilidad in vivo
esta en funcion del procesamiento de la materia prima, por lo tanto, un producto
procesado incorrectamente puede subestimar la digestibilidad proteica in vivo en
contingencia, a este inconveniente la FAO propone realizar la digestibilidad in vitro como
medida indirecta del adecuado procesamiento de la materia prima para productos

procesados.
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Tabla 18. Digestibilidad proteica de otras harinas

Tipo de harina Digestibilidad
proteica (%)
Harina de tenebrio molitor 60
Harina de tenebrio molitor (fraccién 80
sobrenadante)
Harina de pescado 94
Leche entera en polvo 89
Harina de maiz 82
Harina de trigo 92

Fuente: Compilacién de datos (96)(97)(10).

4.4 Factores relacionados a digestibilidad proteica y aporte proteico

Debido a la presencia de aminoacidos no disponibles en la quitina, estos sobrestiman
el aporte proteico de los insectos, sin embargo, la prueba de digestibilidad mide
indirectamente esta sobrestimacion; por lo tanto, a mayor cantidad de fibra (quitina) menor
digestibilidad proteica (74,75). Esta correspondencia se aprecia en lo reportado el 2016
por Koufimska et al. (21) quienes determinaron el contenido de fibra (quitina) de algunos
insectos, los cuales al ser contrastados con los valores de digestibilidad reportados por los

investigadores anteriores muestran esta reciprocidad inversa.

Tabla 19. Digestibilidad proteica y fibra en algunos insectos

Insectos Digestibilidad proteica Fibra 100 g
(%) base seca base seca (%)
Gryllus assimilis 88 49
Schistocerca gregaria 43.8 27
Zophobas atratus 63 17
Tenebrio molitor 60 18

Fuente: Compilaciéon de datos (72)(73)(21).

Con relacion a la sobrestimacion proteica de los insectos, el 2017 Janssen et al. (102)
propusieron dos factores de conversion de nitrégeno (Kp) 4.76 para insectos en estado
larvario y 5.60 para insectos maduros. Estos factores provienen del andlisis del aislado de
proteina, siendo esta la Unica metodologia recomendada por la FAO para estimar la
proteina verdadera de un alimento (27). Asi pues, se determind que el contenido de
nitrégeno en la proteina de insectos adultos fue de 18.8% y en estado larvario 21%, a
partir de estos valores se calcularon los Kp mencionados anteriormente. Se seleccionaron
estudios que calculan el aporte proteico de diversos insectos utilizando el Kp 6.25 y se

corrigieron en funcion a su estado larvario o de madurez (tabla 20).
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Tabla 20. Aporte proteico corregido de la harina de insectos diversos

Insecto Aporte proteico Estado de Aporte proteico corregido
(%) 100 g base maduracion (%) 100 g base seca
seca (Kp 6.25) (Kp 5.60; 4.76)

Gryllus assimilis 56.7 Adulto 51

Acheta domesticus 60.7 Adulto 54

Tenebrio molitor 52 Larva 40

Brachypelma vaganas 72.4 Adulto 65

Periplanetas 52.1 Adulto 47

americanas

Locusta migratoria 50.8 Adulto 46

Fuente: Compilacién de datos (102)(25)(96)(77)(103).
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Capitulo V

Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

El rendimiento de la harina de Gryllus assimilis fue del 18.6%.

El contenido de macronutrientes en base seca del Gryllus assimilis fue proteinas
56.7%, Grasa 21.3%, fibra cruda 4.9%, cenizas 2.1%, humedad 8.2% y extracto libre

de nitr6geno 6.8%.

La digestibilidad proteica in vitro del Gryllus assimilis fue de 85.7%.

5.2 Recomendaciones

Estandarizar el proceso de elaboracién de la harina de grillo, de preferencia utilizando

el método de liofilizacién (para mayor rendimiento).

Utilizar factores de conversion de nitrdgeno para insectos a fin de evitar sobrestimar el

aporte proteico, el Kp 5.60 para insectos en etapa adulta y Kp 4.76 en etapa larvaria.

Realizar el score aminoacidico de cualquier harina de insecto y contrastarlo con los

patrones de referencia para efectos reguladores FAO 2007.

Evaluar la digestibilidad proteica de otros insectos con un bajo contenido de quitina.
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Anexo 1. Materia prima
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Anexo 2. Especificaciones del procesamiento de harina de grillo

Se seleccionaron 4000 grillos aproximadamente (2.2 kg) seguln los criterios mencionados,
se procedio al congelamiento de la materia prima por una hora a — 15°C, posteriormente
se coloco la muestra en el secador de bandejas por 48 horas a 60 °C. Finalizado este
tiempo se peso en la balanza electrénica y se obtuvo una reduccion del 52% del peso
inicial (1.14 kg). Inmediatamente se molié haciendo uso del molino de mano para evitar
merma debido a la cantidad reducida del producto. Luego, se volvié a llevar la molienda
al secador de bandejas por 24 horas a 60 °C, el peso resultante luego de este proceso fue

410 g, la harina fue almacenada en bolsas de polietileno.
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Anexo 3. Metodologia AOAC

3.1 Determinacion de humedad por el método de estufa universal o estufa al vacio

Desarrollo:

- Tarar placa Petri y pesar 5gr de muestra.

- Someter la muestra a 105°C durante 2h y 20 min.

- Enfriar la muestra dentro del desecador durante 20 minutos.
- Pesar la muestra y desarrollar calculos.

Calculo experimental de humedad en base seca:

%Humedad: (mj— mf )*100
mi

Muestra inicial (mj): 59
Muestra final (mf): 39.49 — 34.78 = 4.71

%Humedad: (5g — 4.719)*100 = (5- 4.71 = 0.29 / 5) = 0.058*100 = 5.8% de humedad
(104).

3.2 Determinacion de nitrogeno método Kjeldhal

La determinacion de proteinas se realizard mediante el método Kjeldahl. El cual
consiste en la mineralizacion y disgregacion de la materia organica por acciéon del acido
sulftrico concentrado, seguido de la alcalinizacion y destilacion debido al arrastre de
vapor, posteriormente recogiendo el destilado en &cido borico. Cada uno de los andlisis se

ejecutara por triplicado (104).

Se pesara 1 g de muestra, 10 g de catalizador (95,5% sulfato de potasio y 0,5% sulfato
de cobre) y se medirdn 20 ml de &cido sulfarico concentrado, los cuales se colocaran en

un tubo del equipo Buchi.

Una vez ocurrida la digestion, visualizada de color verde cristalino, se continuara con el
paso de destilacion donde se alcalinizara la muestra en el destilador. Se procedera a
titular con acido sulfarico 0,1 N utilizando como indicador rojo de metilo, el cual vira de
color verde a rosado claro. El volumen de titulacion utilizado se registrara y se aplicara la

formula para determinar el porcentaje de proteinas:

o4Proteinas = xm:{_xw % 100xF

Donde:

e V =volumen de acido utilizado en la titulacion de muestra — Volumen de acido
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utilizado en la titulacion del blanco

N = normalidad de acido utilizado en la titulacion
W = peso molecular de nitrégeno (14 g/mol)

M = peso de muestra

F = factor de correccion (6.25 por default)

3.3 Determinaciéon de grasas método Soxhlet

Para la determinacion del porcentaje de grasas se utilizard el equipo Soxhlet
automatico (104).

Se pesara el cartucho de celulosa, el vaso de vidrio y 3 g de muestra, y se
registraron los pesos.

Se colocaran las muestras pesadas en los cartuchos de celulosa.

Se agregaréa el solvente (éter de petroleo) en el vaso de vidrio, se le colocara
sobre la manta calefactora del equipo Soxhlet automatico y se le ajustara al cuerpo
superior.

Se abrira la llave de circulacién de vapores para permitir el calentamiento.

Se dejara durante 30 minutos el cartucho en contacto con el solvente y luego se
elevara el cartucho para continuar con el calentamiento a reflujo del solvente
durante 60 minutos.

Se cerrard la llave de vapores para recuperar el solvente sin que se seque la
muestra. Posteriormente se enjuagara el vaso con pequefias porciones del
solvente y se la colocara en un cristalizador previamente tarado y sera llevado a
bafio maria para su total evaporaciéon. Para finalizar, se llevara el cristalizador por
10 minutos a estufa y luego a pesar. La diferencia con el peso inicial seran los

gramos de grasa en 3 g de muestra.

3.4 Determinacién de cenizas en alimentos

Este método es aplicable a todas las muestras de alimentos sélidos. Para las muestras

se puede determinar primero los sélidos totales y sobre este material aplicar la técnica
descrita (104).

MATERIALES

3 crisoles
pinza para crisol

Desecador

REACTIVOS

Muestras para analisis
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EQUIPO

- Mufla
- Balanza analitica

TECNICA

1. Se pesara en la balanza analitica de 0.5 a 1 g de muestra sobre el crisol

2. Eltiempo necesario a una temperatura de 600- 800 ° C.

3. Se apaga la mufla y cuando llega la temperatura a un maximo de 200 ° C, se pasa
a temperatura ambiente.

4. Se calcula el% de cenizas utilizando la siguiente férmula:

) de residuo fij
% Cenizas = Testra x 100

3.5 Extracto libre de nitrégeno

Se calculara por diferencia (104).
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Anexo 4. Digestibilidad in vitro Max Becker 1961

Se determinara la digestibilidad in vitro de la harina de Gryllus assimilis), en 1 g de
muestra se incubard con una solucion de pepsina 0.0002% en &cido clorhidrico 0.075 N

por 16 horas a 45 °© C. Se usara un blanco sin pepsina en todos los casos.

La solucién de reaccion de filtro en papel filtro (Whatman N° 2) para retener la fraccion
insoluble. A la cual se determinara contenido de proteina utilizando el método Kjeldahl
(105).

La digestibilidad se calculara usando la siguiente formula:

% Digestibilidad
gr Prtoeina residual sin sin pepsina — gr Prtoeina residual con pepsina

- - — - x 100
gr Proteina residual sin sin pepsina
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Anexo 5. Peso promedio del Gryllus assimilis
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Anexo 6. Informe de ensayo (harina de grillo)
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Inspection & Testing Services del Per S.A.C.

INFORME DE ENSAYO 91220.12

FR-044
N° de Orden de Servicio : 0.S. 190808.08

N° de Protocolo 1 91220.12

Cliente :  UNIVERSIDAD PERUANA UNION

Direccién legal del cliente : CAR.CENTRAL KM. 19 VILLA UNION-NANA LIMA - LIMA - LURIGANCHO
Muestra(s) declarada(s) : HARINA DE GRILLO

Pr dencia de la Muestra . Proporcionado por el Cliente

Cantidad de Muestra(s) para ensayo : 1 muestra x 213.4g

Forma de Presentacion : Bolsa de polietileno sellada

Identificacion de la Muestra : Cod. Lab. 08-08012

Fecha de recepcion de muestra(s) 1 2019-08-08

Fecha de Inicio del Analisis : 2019-08-08

Fecha de Emisién de Informe : 2019-08-21

Pardmetros Quimicos
Codificacion y Resultados

Pardmetro Unidad Resultados
Humedad % 8.2
Proteina Cruda g/100g (factor = 6.25) 56.7
Grasa % 21.3
Fibra Cruda % 4.9
Ceniza % 2.1
ELN? % 6.8
Digestibilidad por pepsina % 85.7

ELN? = Extracto Libre de Nitrégeno

Metodologias
Pardmetro Método de Referencia
Humedad AOAC, 20th Edition 2016
Proteina Cruda AOAC, 20th Edition 2016
Grasa AOAC, 20th Edition 2016
Fibra Cruda AOAC, 20th Edition 2016
Ceniza AOAC, 20th Edition 2016
Digestibilidad por pepsina Andlisis de Piensos y Forrajes. Max Becker 1961
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Elinforme de ensayo solo es vakdo para las muestra refendas en el presente informe, no pudiendo extenderse los resultados del informe a ninguna otra unidad o lote que no haya sido analizado. Los
resultados no deben ser utiizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce. El informe de ensayo es un
documento oficial de interés publico, su adulteracion o uso indebido constituye delito contra 1a fe publica y se regula por las disposiciones penales y Civiles en la materia. Si INSPECTION & TESTING
SERVICES DEL PERU S.A C no realizé Ia toma de muestra o ef muestreo, os resultados se aplicaran a la muestra tal como fueron recepcionadas. INSPECTION & TESTING SERVICES DEL PERU

SAC. Deslinda ilidad de Ia i por el cliente. No se debe reproducir el informe de ensayo, excepto en su totalidad, sin la aprobacion escrita de INSPECTION &
TESTING SERVICES DEL PERU S.AC.
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