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RESUMEN

La entomofagia es un habito ancestral que se préctica en Ecuador, sin embargo, estudios
sobre este tipo de consumo son escasos 0 incompletos, en nuestro pais se consume
diversos tipos de insectos entre los mas destacados el chontacuro (Rhynchophorus
palmarum) y la hormiga (Atta laevigata), esta actividad en su mayoria es realizada por
comunidades indigenas, ya que asocian a dichos insectos a grandes aportes proteicos. De
esta manera en el presente trabajo de investigacion se realizaron varios analisis para
determinar si la harina de hormiga Santandereana (Atta laevigata) aporta a la seguridad y
soberania alimentaria. El analisis proximal de la harina demuestra que se trata de un
alimento con alta cantidad de proteina, el concentrado proteico se logré obtener mediante
la combinacion de pHs de solubilizacion y precipitacion de 12 y 4 respectivamente. A
partir de las proteinas de la hormiga, la digestion gastrointestinal simulada favorece la
liberacion de péptidos con actividad antiinflamatoria, mientras que durante la digestion
duodenal dicha actividad se pierde por completo. Ademas, se realizé una caracterizacion
de proteinas por medio de electroforesis SDS-PAGE, la harina de hormiga y su
concentrado proteico presentaron 15 tipos de proteinas con pesos moleculares entre 11.97
y 191.06 kDa; en cuanto al digerido gastrico se evidencio 8 proteinas de 35,26 — 191.06
kDa las cuales resistieron la accion de la pepsina, finalmente el digerido intestinal no
presento proteinas. En cuanto a la capacidad antiinflamatoria, los péptidos liberados
durante la digestidn gastrica son los principales responsables con una proteccion de 85.64

por ciento.

Palabras claves: Entomofagia, Concentrados Proteicos, Hormigas Santandereanas,

Capacidad Antiinflamatoria, Digestion Gastrointestinal.
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ABSTRACT

Entomophagy is an ancestral habit that is practiced in Ecuador, however, studies on this
type of consumption are scarce or incomplete, in our country various types of insects are
consumed, among the most prominent the chontacuro (Rhynchophorus palmarum) and
the ant (Atta laevigata), this activity is mostly carried out by indigenous communities,
since they associate these insects to great protein contributions. Thus, in this research
work, several analyses were carried out to determine if the Santandereana ant (Atta
laevigata) flour contributes to food security and food sovereignty. The proximal analysis
of the flour shows that it is a food with a high amount of protein, the protein concentrate
was obtained through the combination of solubilization and precipitation pHs of 12 and 4,
respectively. From ant proteins, simulated gastrointestinal digestion favors the release of
peptides with anti-inflammatory activity, while during duodenal digestion such activity is
completely lost. In addition, a protein characterization was performed by SDS-PAGE
electrophoresis, the ant meal and its protein concentrate presented 15 types of proteins
with molecular weights between 11.97 and 191.06 kDa; as for the gastric digest, 8 proteins
of 35.26 - 191.06 kDa were evidenced, which resisted the action of pepsin; finally, the
intestinal digest did not present any proteins. As for the anti-inflammatory capacity, the
peptides released during gastric digestion are the main responsible with a protection of
85.64 percent.

Keywords: Entomophagy, Protein Concentrates, Santander Ants, Anti-inflammatory

Capacity, Gastrointestinal Digestion.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. TEMA DE INVESTIGACION

“Concentrados proteicos de Hormigas Santandereanas (Atta laevigata): Caracterizacion y
evaluacion de su capacidad antinflamatoria tras el proceso de digestion gastrointestinal in

vitro”

1.2.  JUSTIFICACION

La Organizacion de las Naciones Unidas a través de la FAO estima una poblacion
territorial de 9 mil millones de habitantes hasta el afio 2050, de tal manera que la
disponibilidad de alimentos necesarios para suplir esta demanda no sera suficiente. Por
esta razon se busca incrementar la produccion de alimentos, sin una explotacion del medio
ambiente o dafios al mismo (Vifeta, 2017). En los Paises Bajos se realizo el primer
congreso de entomofagia en el afio 2014 en el que se reunieron 450 participantes de 45
paises del mundo, con el objetivo de analizar la importancia de la insercion de los insectos
en la dieta humana. Sin embargo, por un tema cultural y social existe un rechazo de los
consumidores a estos productos, no obstante, varios paises de Latinoamérica tienen como

costumbre ancestral consumir ciertos insectos por su alto valor nutricional (Vera, 2020).

De esta manera, la FAO presenta una alternativa de alimentacion a base de insectos con
un perfil econémico, seguro y sustentable, ya que son una fuente alta en proteina, asi como
por su eficiencia en la conversion de alimento a peso vivo, generando menos gases
invernadero en comparacién con el ganado: el aporte nutricional puede ser mayor al de

la carne y pescado, y por ultimo el riesgo de transmitir enfermedades zoonoéticas son



menores, aunque existe la posibilidad de provocar alergias como los crustaceos (Granja
2021).

Es asi, que el presente trabajo de investigacion permitira encontrar tendencias alimenticias
que sirvan como base para elaborar nuevos productos que proporcionen un efecto
beneficioso mas alla del valor nutricional basico. Para ello, es necesario un analisis de la
harina de hormigas Santandereana (Atta laevigata) con la finalidad de obtener el analisis
proximal , caracterizar el concentrado proteico, simular la digestion gastrointestinal y
evaluar la capacidad antiinflamatoria del concentrado proteico y sus digeridos. Dichos
estudios permitiran conocer la calidad de la proteina extraida, la capacidad del organismo
humano para hidrolizar este macronutriente y los posibles efectos bioldgicos de los

digeridos.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo General

Caracterizar y evaluar la capacidad antiinflamatoria de los concentrados
proteicos de hormigas Santandereanas (Atta laevigata) tras el proceso de

digestion gastrointestinal in vitro.

1.3.2. Obijetivos especificos
e Determinar el analisis proximal de la harina proveniente de las
Hormigas Santandereanas (Atta laevigata).
e Obtener concentrados proteicos de la harina utilizando

diferentes pHs de precipitacion.



e Simular la digestion gastrointestinal in vitro del concentrado
proteico.

e Caracterizar el concentrado proteico y sus digeridos obtenidos
tras el proceso de simulacién de la digestion gastrointestinal in
vitro.

e Evaluar la capacidad antinflamatoria in vitro del concentrado

proteico y sus digeridos.

1.4, ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

La ingesta de insectos, segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura se ha abierto paso en la dieta de millones de personas en la
tierra. Mediante estudios realizados en la Universidad de Wageningen, existe mas de 1900
especies de insectos iddneas para ser consumidas por el ser humano: 31% escarabajos, 18

% orugas; abejas, avispas y hormigas 14 %y grillos el 13 %.

La hormiga es el insecto mas consumido en Colombia, su mayor produccién se obtiene
en el departamento de Santander (Infobae, 2021). Mientras tanto, en Ecuador la hormiga
es uno de los insectos mas consumidos, después del chontacuro. Estas habitan en la
Amazonia ecuatoriana y se las puede encontrar con los nombres de ucuy, “culonas” o
afiangos, son parte de la dieta indigena shuar, y segun la comunidad poseen altos valores

de proteina (el Universo, 2008).

1.4.1. Taxonomia de la hormiga Santandereanas (Atta laevigata).

Segun Simdes (2017) la taxonomia de la hormiga santandereana es la

siguiente:

= Reino: Animalia



= Filo: Arthoropoda
= Clase: Insecta
= Orden: Hymenoptera
= Familia: Formicidae
= Subfamilia: Myrmicinae
=  Tribu: Attini
= Género: Atta
= Especie: A. A. laevigata (F. Smith, 1858)
= Nombre comun:
o Colombia: “hormiga de Santander-culonas”
o Peru: “sikisapa”
o México: “chicatana”
o Ecuador: “hormiga culona”
= Pastaza: “ukuis”

* Morona Santiago: “afiangos”

1.4.2. Morfologia de la hormiga Santandereanas (Atta laevigata).

Mesosoma

Peciolo
Abdomen

Metasoma
Gaster

Figura 1. Morfologia general de una hormiga.
Fuente: (Gomez & Espadaler, 2016)
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Figura 2. Organizacion de un nido de hormigas (Atta laevigata), siete
obreras (izquierda) y dos reinas (derecha).
Fuente: (Ruiz, 2019)

1.4.3. Recoleccion de las hormigas Santandereanas (Atta laevigata).

Para la recoleccion de las hormigas se requiere de un clima especifico en la
Amazonia ecuatoriana, debe haber lluvia y truenos, por ende, los rios de la
amazonia crecen y es cuando estos insectos se preparan para volar en horas de
la madrugada (a este vuelo se le conoce como vuelo nupcial). Los indigenas
shuar preparan trampas en los nidos, una especie de zanja alrededor del mismo,
y encima de esta zanja se coloca lefia y se preparan fogatas, de esta manera las
hormigas vuelan y se quemen las alas y caen en la trampa y asi poder ser

recolectadas.
1.4.3.1. Reproduccion de las hormigas Santandereanas (Atta laevigata).

La hormiga Atta laevigata, es una especie denominada como cortadora y
recolectoras de hojas, como se ha mencionado, dicha hormiga habita en ciertas
regiones de Latinoamérica y en Ecuador especificamente en la Amazonia,
estos insectos viven en colonias, donde la hormiga reina es quien se encarga

de poner huevos (en abundancia durante los meses de agosto y septiembre

5



hasta enero); una vez que la descendencia alcanza su estado maduro, se
reproducen en el llamado vuelo nupcial, hay que tener en cuenta que su
reproduccion estd directamente relacionado con el clima de la zona donde
habiten. Cuando las condiciones climéticas son idoneas las hijas de la hormiga
reina se aparean hasta con 7 machos de su mismo nido u otros, los machos

mueren posterior al acto (la Republica, 2012).

Hay que tomar en consideracion que en el pais son una especie denominada
como plaga. En Colombia se ha creado granjas capaces de armonizar varias
colonias a condiciones controladas, empleando el sustrato de las hojas que
cortan como alimento para hongos que a la vez sirve como alimento de las
hormigas, ademas toman en cuenta la legislacion del pais y el trato con

especies de origen silvestre.

1.4.4. Harina de hormigas Santandereanas (Atta laevigata).

1.4.4.1. Ultracongelacién

La ultracongelacion es el proceso por medio del cual un alimento es congelado
en un tiempo relativamente corto (24 horas aproximadamente), esto va a
depender del tipo del producto ya que por su estructura puede tardar mas
tiempo. El alimento alcanzo la ultracongelacién cuando la temperatura llega a

los -18°C en el centro térmico del mismo (Garcia et al., 2017).

La principal ventaja de este método es que el alimento se puede conservar por
mayor tiempo con sus cualidades propias, sin embargo, también se utiliza para

preparar muestras para un tratamiento posterior como es la liofilizacion.

1.4.4.2. Liofilizacion



La liofilizacion es un proceso de secado por medio de la sublimacién del agua
que contiene el alimento. Para este proceso el alimento o matriz debe estar
previamente congelado, ya que el equipo debe alcanzar condiciones de vacio
y bajas temperaturas, facilitando que el hielo del alimento congelado se
sublime evitando su paso por la fase liquida. Esté método es fundamental en
varios alimentos, ya que evita la liofilizacion a temperaturas altas donde se

pueden perder o alterar algunos compuestos de estos (Parzanese, 2012).

1.4.4.3. Trituracion

La trituracion es un proceso durante el cual la muestra se reduce a un tamafio
de particula menor, facilitando el manejo de la materia prima y ademas se tiene
una mayor superficie de contacto para los analisis bromatologicos que se
realiza a la muestra. Se lo puede realizar en molinos de acuerdo con el tamafio

de particula que se desee obtener (Castelld et al., 2013).

1.4.4.4. Congelacion

Es un método para conservar alimentos que reduce la velocidad de crecimiento
de microorganismos, la actividad enzimatica y las reacciones oxidativas, esto
gracias a la formacién de cristales de hielo, los mismos que modifican la
disponibilidad de agua en el alimento y asi minimiza las reacciones

deteriorativas en el mismo (Gomez et al., 2007).

1.4.45. Almacenado

El almacenado es un proceso durante el cual el alimento se debe guardar de

acuerdo con las condiciones que este amerite. Este proceso final es importante



ya que va a conservar las caracteristicas que se ha logrado en el alimento en

los procesos anteriores (Salvatierra, 2019).

1.4.5. Anélisis proximal

1.45.1. Cenizas

Las cenizas de un alimento hacen enfoque a los residuos inorganicos que
resulta luego de calcinar la materia organica. Estas cenizas no suelen ser las
mismas sustancias inorganicas que se conocian de la matriz alimentaria, ya que
existen perdidas por volatilizacion o interacciones quimicas de los

constituyentes.

La determinacion de estas se realiza en seco, en una mufla entre 550 y 600°C
de manera que se cuantifique el total de minerales presentes en la muestra
(Rea, 2017).

1.45.2. Humedad

El contenido de humedad de una matriz alimentaria es un factor de calidad
para su conservacion y un indice de estabilidad del alimento, ya que la
proliferacion de microorganismos esta relacionada directamente con la

cantidad de agua que contenga esta matriz (Universidad de Zaragoza, 2014).
Se tiene varios métodos para determinar la humedad (Rea, 2017):

- Secado: por diferencia de peso en un horno de secado.

- Destilacion: con disolvente inmiscible.

- Quimico: de acuerdo el método de Karl Fisher donde se establece que se
calcula la humedad por titulacion.

- Instrumental: con implementos fundamentados en resistencia eléctrica, su

frecuencia y las propiedades dieléctricas.
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1.4.5.3. Proteina

Las proteinas son encargadas de un gran namero de funciones en las células
de todos los seres vivos. Son la estructura basica de los tejidos y también
desempafian funciones metabdlicas y reguladoras. Cabe destacar que estas
definen la identidad de los seres vivos ya que estan presentes en el DNA.

Para determinar el contenido de proteina presente en un alimento se debe
analizar el contenido de nitrdgeno de la matriz alimenticia, entre los métodos

mas conocidos se sefialan tres grupos (Rea, 2017):

- Métodos no extractivos: Kjeldahl, Dumas, NIR-IR, Sorense.
- Meétodos extractivos quimicos: Biuret, Lowry, Bradford.
- Métodos extractivos fisicos: Absorbancia 280nm, turbidimetria,

fluorometria.

1.45.4. Grasa

McKee & McKee, (2016) mencionan que los lipidos son un grupo variado de
compuestos que no se disuelven en agua, pero si en disolventes organicos
como el cloroformo, benceno, acetona o éter. Todos ellos contienen el grupo
C,H,O, N, F.

Para determinar el contenido de grasa se realizan procesos de extraccion con
disolventes organicos como el método de Soxhlet, y también con ausencia de

estos disolventes como el método Gerber (Rea, 2017).

1.4.55. Fibra

Se clasifica en fibra cruda, vegetal y dietética:



- La fibra cruda de los alimentos son las sustancias organicas no
nitrogenadas que no se disuelven tras hidrdlisis sucesivas. Entre sus
componentes encontramos celulosa (90%), hemicelulosa y lignina (10%).

- La fibra vegetal son los elementos fibrosos de la pared de la célula.

- Lafibra dietética engloba todas las sustancias sean o0 no sean fibrosas.

Para determinar el contenido de fibra en una matriz se hace mediante métodos

quimicos, enzimaticos y gravimétricos (Rea, 2017).

1.4.6. Concentrado proteico

Para Linden & Loriet (1994) un concentrado proteico es el resultado de una
division de componentes no proteinicos, donde se debe obtener del 25 al 89%
de proteina purificada, para su obtencion es necesario algunos tratamientos de

extraccion para separar la proteina de otras macromoléculas.

Actualmente existe una gran variedad de métodos para extraer la proteina, el
mejor metodo dependera del objetivo de la investigacion o del tipo de materia

prima.

1.4.7. Simulacion de la digestion gastrointestinal

La digestion gastrointestinal es el proceso en que los nutrientes de los
alimentos ingeridos por el ser humano se convierten en elementos absorbibles
en el intestino delgado. Este es un proceso complejo que conlleva varias etapas
y la accion de enzimas y otros compuestos, sin embargo, la comunidad
cientifica ha logrado replicar este proceso mediante técnicas in vitro para asi

determinar la digestibilidad de nutrientes como proteinas, glucidos y lipidos;

10



mediante reactivos especificos y condiciones controladas en laboratorios

capacitados (Asensio et al., 2021).

1.4.7.1. Digestion géstrica y duodenal in vitro

La simulacién gastrointestinal por lo general incluye la digestion géstrica e
intestinal, las cuales replican las condiciones que el humano realiza en su
organismo mediante el uso de enzimas digestivas con sus respectivas

concentraciones, pH, tiempo, etc., (Ménard et al., 2014).

1.4.8. Caracterizacion de proteinas

Para llevar a cabo este estudio es necesario un fraccionamiento, por esta razon
se realiza electroforesis SDS, la cual permite “la segregacion de
macromoléculas basandose en su masa, carga neta o la relacion entre ambas,
forzandolas a penetrar por una matriz porosa mediante la aplicacion de un

campo eléctrico” (Cdrsico et al., 2013).

La electroforesis en gel de poliacrilamida o cominmente denominada SDS
PAGE, trabaja en condiciones desnaturalizantes empleando un detergente y
agentes reductores, sometiendo a las muestras de estudio un campo eléctrico,
para de esta manera obtener una separacion de las moléculas en base al peso
molecular, para la visualizacion de las proteinas se realiza una tincion y
posteriormente una comparacion de las muestras con un estandar de proteinas
con pesos moleculares conocidos (Maldonado-Alconada & Jorrin-Novo,
2001).

1.4.9. Capacidad antiinflamatoria
La capacidad antiinflamatoria es una actividad biolégica, que se puede realizar

mediante técnicas in vitro, para que exista esta capacidad debe haber un
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registro de inflamacién en el individuo. Segin Bouhlali et al (2016) la
inflamacion es una respuesta de defensa del sistema inmunoldgico del ser

humano causada por factores nocivos como una mala alimentacion.

Ademas, a nivel mundial se emplean farmacos para conseguir efectos
antiinflamatorios, sin embargo, el uso de medicamentos trae efectos
secundarios como toxicidad gastrointestinal, de ahi la importancia de hallar
nuevas fuentes naturales con funciones antinflamatorias (Caballero, C.,

2019).
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CAPITULO 11
METODOLOGIA

2.1. MATERIALES
2.1.1. MATERIA PRIMA

e Hormigas Santandereanas (Atta laevigata)

2.1.2. REACTIVOS
e Acido sulfdrico concentrado
e Sulfato de potasio
e Solucion alcohdlica rojo de metilo
e Eter anhidrido
e NaOH0.313 N
e NaOHO0.1 M
e NaOH 2M
e Acido sulfdrico 0.255 N
e Acido citrico
e Alcohol etilico 90%
e Cloruro de sodio
o Citrato de sodio
e Solucion anticoagulante de humano
e Fenolftaleina
e Agua destilada
e NaOH 2N
e HCI 2N
e HCI concentrado
e n-hexano
e Etanol 80%
e Solucion DNS
e HNO30.14 M

e Invertasa
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e Bicarbonato de sodio
e Pepsina géstrica

e Sales

e Mercaptoetanol

e Tris-HCI

e Acrilamida

e SDS

e Temed

e PSA

e Azul de coomasie

e Agua desionizada

e Reactivo BSA

e Metanol 70%

e Pancreatina (100U/mg)
e Bilis

e Diclofenaco

e Cloruro de sodio 90%

2.1.3. MATERIAL FUNGIBLE
e Crisoles

e Desecador

e Pinzas

e Matraces Erlenmeyer
e Buretas

e Piedra pomez

e Pipetas

e Capsulas de porcelana
e Embudos

o Filtros de succion

e Pinceles
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e Dedales Soxhlet

e Varillas de agitacion

o Balones de aforo

e Micropipetas

e Puntas para micropipetas
e Vasos de precipitacion

e Espétulas

e Probetas 100 ml

e Mortero

e Dedales

e Envases de plastico con tapa
e Fundas ziploc

e Tubos Eppendorf

e Jeringas

e Filtros

e Tubos Falcon

e Frascos &mbar

e Frascos de tapa azul

2.1.4. EQUIPOS

e Molino eléctrico

e Plancha eléctrica de calentamiento
e Estufa

e Extractor de grasa

e Extractor de fibra

e Mufla

e Balanza analitica

e Balanza de humedad

e Plancha magnética
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Equipo liofilizador
Congelador

Equipo de electroforesis
Microcentrifuga

pH-metro

DUMAS nitrogen analyzer
Ultra congelador

Orbital

Centrifuga

Extractor de solventes
Vortex

Espectofotometro UV-Visible
Incubadora

Bafio maria

2.2. METODOS

2.2.1.

Como se ha mencionado anteriormente, para la obtencion de las hormigas, se
requiere de un clima especifico en la Amazonia ecuatoriana, para que los

indigenas shuar puedan realizar trampas y atrapar a las hormigas y de esta

Obtencidn de la materia prima

manera comercializarlas.

Para la presente investigacion se requirié de un permiso otorgado por parte del
Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion Ecologica del Ecuador, que
permite tanto a estudiantes como investigadores la recoleccion de especimenes
de la diversidad bioldgica (sin fines comerciales) (MAATE, 2022).

La harina de hormiga se obtuvo siguiendo cuatro pasos:
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2.2.1.1 Ultracongelacién

En primera instancia se realiz6 un lavado de las hormigas con agua y jabon de
cocina para eliminar restos de tierra y hojas, posteriormente se retiraron las
alas del cuerpo de dicho insecto y se guard6 en fundas ziploc alrededor de 2
kilogramos de hormigas lavadas en el ultracongelador a -80°C durante 1
semana para que la estructura fisica de la matriz se conserve y alcance de

manera rapida una baja temperatura.
2.2.1.2 Liofilizacion

Se empled un liofilizador marca BenchTop Pro, colocandose en frascos
especificos del equipo porciones adecuadas de las hormigas ultracongeladas
(Anexo A). Se estabilizé el equipo a las condiciones establecidas de presion y
temperatura 25 Pa y -50°C respectivamente, produciendose un secado al vacio

durante 2 dias aproximadamente.
2.2.1.3 Trituracion

Una vez obtenido el liofilizado de hormigas, se procedio a una trituracion con
un molino eléctrico, realizando dicha actividad con cuidado y homogenizando

la muestra con ayuda de una espatula.
2.2.1.4 Congelacién

El triturado obtenido se guardd en 3 fundas herméticas con 150 gramos cada
funda, con el fin de que se conserven de manera Optima evitando la entrada de
suciedad o humedad y llevarlas a almacenar a congelacion a -20°C para que

no sufran ninguna alteracion fisica ni enzimatica.

2.2.2. Desarrollo del analisis proximal

2.2.2.1.  Proteina-Dumas
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Para la determinacién de proteina se realizé a través del método AOAC 991.2 Ed
20, 2016.

Se utilizé un equipo DUMAS Velp Scientifica NDA series. Se pes6 100mg de
cada muestra en tinfoils y se colocaron dentro del disco superior externo del
equipo, se selecciono una curva de calibracion con EDTA a concentraciones de 10
a 100 mg, ideal para la muestra y se verificaron los siguientes valores:

- Factor de oxigeno (ml Oz / mg de muestra): 1,0
- Caudal de oxigeno (ml O2/ min): 400
- Factor de proteina (% N = xpf PROT): 5,7

(Puruncajas, 2017).

Para la determinacion de nitrdgeno, el equipo realiza dos etapas principales: la
combustion, donde la muestra se calienta a altas temperaturas (1000 °C), ahi se
libera CO. y Oxido de nitrogeno, para posteriormente pasar a la segunda etapa de
reduccion, donde los productos obtenidos de la combustion se recogen y mediante
una mezcla de gases que pasan sobre cobre, los dxidos de nitrégeno se transforman
en nitrogeno molecular (SCIENTIFICA, 2013).

2.2.2.2. Cenizas

Para determinar el contenido de minerales se utilizo el método NTE INEN 520.

Por diferencia de pesos se calculé el contenido de cenizas del alimento, es decir el
contenido de la materia inorganica presente en el mismo. Esto con ayuda de una
mufla a 550°C durante 10 horas.

2.2.2.3.  Humedad
Para el porcentaje de humedad se utilizé una balanza infrarroja PMC RAWDAG,
donde se pesé 5 g de la muestra y luego de 11 minutos en la pantalla del equipo

se reflejo el resultado.
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2.2.24. Grasa
La determinacion de grasa se realizd con un extractor semi-automatico SER 148
Velp Scientific segin el método AOAC Ed 20, 2016 2003.06, que se basa en los
métodos de Randall y Soxhlet. Este procedimiento se puede resumir en 3 pasos: el
primero es una inmersion, donde la muestra de estudio se coloca en un dedal, el
cual se sumerge en un disolvente hirviendo (60 min), luego se pasa a una
eliminacién del solvente, realizando un lavado (50 min), donde el solvente que se
condenso fluye en la muestra hasta completar la extraccion, el tercer y tltimo paso
es la recuperacion (30 min) de dicho solvente que lo realiza de manera automatica

el equipo (Arriaga, 2015).

2.2.2.5. Fibracruda
Se utilizo el equipo extractor de fibra semi-automatico Velp cientific siguiendo el
método INEN 522, donde se prepard la muestra y se colocd en 100ml de acido
sulfurico 0,25N a ebullicion durante 30 minutos. En el equipo se filtrd esta
solucion y se coloco agua destilada caliente para lavar la muestra. Posteriormente,
se agreg6 100ml de hidroxido de sodio 0,31N y se dejé ebullir durante 30 minutos.
Nuevamente se filtrd el hidroxido de sodio y se lavo el residuo con &cido sulfurico,
de forma que se logro obtener las aguas de lavado sin reaccion alcalina, lo cual

demostro que el proceso culmino.
Los residuos contenidos en los crisoles previamente pesados se colocaron en una
estufa por dos horas a 130°C. Luego se transfirio a un desecador para enfriar los

crisoles y asi pesarlos, para finalmente incinerarlos en una mufla a 500°C durante

30 min, y asi obtener el peso final (Quinteros, 2018).

2.2.3. Obtencion del concentrado proteico
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El concentrado proteico se obtuvo segin el método descrito por Martinez (2010),

con modificaciones, para ello se requirio:

Harina de hormigas Santandereana, solucion de NaOH 2N y 0.1 N, solucion de
HCI 2N, una balanza analitica de 0,1mg de precision, una plancha magnética, una
probeta de 100mL, un erlenmeyer de 500mL, un ultracongelador, un equipo
liofilizador de sobremesa VirTis Bench Top Pro, termdmetro y un pHmetro.

La harina se suspendi6 en agua a una concentracion de 25 g de harina por cada 250
mL de agua destilada, a continuacién, se llevé a un pH de solubilidad igual a 12
con la ayuda de NaOH 2N bajo agitacién intensa durante 40 minutos, controlando
el pH regularmente.

Posteriormente se centrifugo la muestra en un equipo marca Eppendorf durante 35
minutos a 4500 RPM. EIl sobrenadante obtenido, se llevé a pH de 4,0 con una
solucion HCI 2N para precipitar proteinas, manteniendo durante 40 minutos bajo
agitacion y luego se llevo a refrigeracion para alcanzar una temperatura de 4°C,

para posteriormente centrifugar durante 35 minutos a 4500 RPM.

Finalmente, el producto se resuspendio en agua destilada llevando el pH a 7,0 con
NaOH 0.1IN. Luego se ultracongelé a —86°C y se liofilizo a -50°C. Dicho
liofilizado se almacend en congelacion hasta su préximo uso. Por ultimo, el
contenido de proteinas se determino por el método de Dumas en un equipo de Velp
Scientific (Toapanta, 2016).

2.2.4.Simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro

Se utilizé la metodologia sugerida por Vilcacundo et al (2018) donde se establecio

las siguientes condiciones:
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En primera instancia se elaboraron dos tipos de fluidos, uno gastrico (SGF), y uno
intestinal (SIF), preparandose previamente las sales de acuerdo con la siguiente
tabla:

Reactivos  Concentracion Peso del Peso de Elaboracion Elaboracién

reactivo agua del fluido del fluido

(o) destilada SGF SIF

(ml) (ml) (ml)

KCI 0.5M 7.456 200 6.9 6.8

KH2PO4 0.5M 6.804 100 0.9 0.8

NaHCOs; 1M 16.802 200 12.5 42.5

NaCl 2M 23.378 200 11.8 9.6

M,Cl2(H20)s 0.15 M 1.525 50 0.4 1.1
(NH4):COs 0.5M 2.4025 50 0.5 -
CaCly(H.0), 0.3M 2.205 50 - -
HCI 1M 100 - -
NaOH 1M 100 - -

Nota: se tomd 250 ml de agua destilada, se agregaron las sales necesarias para SGF y SIF
respectivamente en frascos de 1000 ml y se completd un volumen de 400 ml con agua

destilada para finalmente llevar los fluidos a congelacion (-20°C).

2.2.4.1. Digestion gastrica

Se trabajo con 5 ml de muestra, preparando 520 mg de concentrados proteicos
obtenidos a pH de solubilizacion 12 y pH de precipitacion 4, con 5 ml de agua
destilada en un tubo falcon de 15 ml, previamente se calentd el fluido gastrico a
37 °C en bafio maria, a los 5 ml de muestra se agregé 3.57 ml de SGFy 2.5 ul de
CaCl(H20)20.3 M, a esta primera mezcla se midio el pHy se lo llevé a pH 3 con
1.5 ml de HCI 1M, ademas se agregd 0.43 ml de la enzima pepsina a concentracion
2000 U, disuelta en SGF (40 mg de pepsina en 2.5 ml de SGF). Las muestras se
llevaron a un equipo denominado orbital (eppendorf 1.5 ml) a una temperatura de

37°C por 120 min a 5000 RPM, posteriormente se desactivd las enzimas en bafio
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maria a 80°C durante 3 minutos. Finalmente, se congel6 a -20°C 3 ml de digerido
gastrico, y los 7 ml restantes se utiliz6 para continuar con la simulacion de la

digestion intestinal.

2.2.4.2. Digestion intestinal

Se procedio con el resto de la muestra obtenida de la digestion géstrica (7ml)
conservada en un tubo falcon de 15 ml, previamente se calenté 15 ml de SIF a
37°C, posteriormente se tomd 4.70 ml de fluido intestinal y se le afiadié 15 ul de
CaClz(H20), 0.3 M al tubo falcon, se midi6 su pH 'y se lo llevo a 7 con 0.2 ml de
NaOH 1M, luego se afadio 1.25 ml de solucion de bilis (1g de bilis en 5 ml de
SIF) y por ultimo se agregd 1.28 ml de solucion de pancreatina (750 mg de
pancreatina disuelta en 2.625 ml de SIF), esta mezcla se llevo al orbital (utilizando
eppendorfs de 1.5 ml) a una temperatura de 37°C por un tiempo de 120min a 500
rpm, una vez finalizado este tiempo se llevo a bafio maria la muestra durante 3 min

a 80°C para inactivar las enzimas y llevar a congelacion.

Por ultimo, se realizé un blanco, es decir se siguio todo el procedimiento de

digerido gastrico e intestinal sin la muestra a analizar.

2.2.5. Caracterizacion del concentrado proteico y los digeridos obtenidos

Para realizar la caracterizacion de la proteina aislada se empleo electroforesis en
gel de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida, siguiendo la metodologia sugerida
por Laemmli (1970) con ciertas modificaciones; se uso el equipo Bio-Rad, modelo

Mini Protean II.
- Preparaciéon de las muestras

Se pesaron muestras en el siguiente orden: harina de hormiga (20 mg), concentrado

proteico obtenido a pHs 12-14 (10 mg), digerido gastrico (20 mg), digerido
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intestinal (20 mg) y blanco de la simulacidn gastrointestinal (20 mg), cada muestra

se pesd en tubos eppendorf de 1.5 ml.
» Preparacion de geles
Se prepararon dos geles:
- Gel inferior al 12% - Resolving Gel

Se utilizé 1.530 ml de agua destilada; 1.125 ml de Tris de pH 8.8; 1.800 ml de
acrilamida 30% (mono y bis acrilamida); 0.045 ml de SDS 10%; 2.3 ul de
tetrametiletilenediamina (Temed); y 22.5 ul de persulfato de amonio (PSA). Luego
se afadi6 agua destilada hasta un volumen de 4.5 ml para luego proceder a colocar

en los cristales de 1 ml de espesor para el gel y que comience a gelificarse.

- Gel superior al 4%- Stacking gel

Se utilizé 1.220 ml de agua destilada; 0.5 ml de Tris de pH 6.8; 0.260 ml de
acrilamida 30%; 0.020 ml de SDS 10%; 2 ul de Temed; y 10 ul de PSA al 10%.
Obteniendo un volumen de 2 ml de gel. Este gel superior se coloco una vez que el
gel inferior se haya gelificado, para asi proceder a insertar un formador de pocillos,
que despues de ser retirado se coloco 2.5 pul de cada muestra en cada pocillo

formado.

Posteriormente se preparo el buffer de muestra: 3.55 ml de agua destilada; 1.25 ml
de tris de pH 6.8; 2.5 ml de glicerol; 2 ml de SDS 10%; y 0.2 ml de azul de

bromofenol, obteniéndose un volumen final de 9.5 ml.

En este buffer también se agregd B-mercaptoetanol a razén de 50 pl por 950 pl de

buffer de muestra.

De esta manera, a cada muestra se agregdé 1 ml de agua destilada, y se procedi6 a
homogeneizar en un Vortex, sin embargo, las muestras no se disolvian por

completo por lo que se agregd 0.05 ml de NaOH 4 M para mejorar la disolucién,
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después se tomaron 200 ul y se coloco en tubos eppendorf de 1.5 ml para agregar

200 pl del buffer de muestra y llevar a calentar a 90 °C por 5 minutos en un orbital.

Una vez obtenido las muestras a analizar, se tomaron los geles colocados en sus
celdas, se trasladd al equipo de electroforesis para afadir buffer running
(compuesto de Tris, Glicina y SDS) hasta la primera sefial de la camara de
electroforesis, y con ayuda de una micropipeta colocar 10 ul de las muestras
preparadas en cada pocillo. Una vez colocadas las muestras se procedi6 a llenar
hasta la segunda marca de buffer running dicha camera, en el primer pocillo se
colocd el estandar de pesos moleculares Dual Color de Bio Rad (rango 10-
250kDa).

La corrida de los geles se realizd a 200 voltios por un tiempo de 30min.
Posteriormente los geles se tifieron con una solucion de Coomassie brilliant blue
R-250 por un tiempo de 2 horas y luego se sumergio en una solucion para
destefiirlos, esta solucion contiene 50% metanol, 5% acido acético y 45% agua.
Finalmente, se lavaron los geles con agua destilada y se tomaron fotografias de los

resultados finales.

2.2.6. Evaluacién de la capacidad antinflamatoria in vitro

Se realizé por el método descrito por Bouhlali et al (2016) con modificaciones,

considerando el potencial de estabilizacion de la membrana.

Se prepar6 una solucién anticoagulante esterilizada, la misma que contuvo acido
citrico al 0,05%, cloruro de sodio al 0,42%, citrato de sodio al 0,8% y dextrosa al
2%, en conjunto con agua destilada estéril. Se mezclé en una proporcién 1:1 de la
solucion anticoagulante con la sangre extraida de humanos sanos. Posteriormente,

se centrifug6 la mezcla a 4000 RPM durante 30min a temperatura ambiente. La
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solucidn de sangre resultante se desechd, mientras que el sedimento celular se lavo
con solucién salina isotdnica (9g/l) la misma que se usO para preparar una

suspension que contenia sedimento celular al 10%.

La mezcla de esta reaccion poseia 1ml de tampdn fosfato, 1ml de extracto muestra
(20mg/ml), 0,5ml de suspension de sangre (10%) y 2ml de solucion salina
hipotonica (3,6 g/l). Estas muestras se incubaron por 30 min a una temperatura de
37°C para luego centrifugarlas a 10000 RPM por 10 min. Finalmente se midio6
mediante un espectrofotometro a 560nm, el contenido de hemoglobina del

sobrenadante.

Los resultados se expresaron como porcentaje de proteccion (%PP):

Abs muestra

%PP = 100 — 100

Abs control *
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. ANALISIS Y DISCUSION DE DATOS

3.1.1. Andlisis Proximal

Tabla 1. Determinacion de ceniza.

Muestra Replica Crisol vacio Muestra Crisol + muestra
(o) (o) incinerada (g)
Harina de 1 11.761 2 11.807
hormiga 2 21.386 2 21.429
Tabla 2. Resultados del porcentaje de ceniza.
Muestra Replica Porcentaje Media Desviacion Coeficiente
de ceniza % estandar de
variacion
%
Harina de 1 2.3 2.225 0.1060 4.7640
hormiga 2 2.15

En la Tabla 1, se puede visualizar los datos obtenidos mediante el analisis de
ceniza por el método NTE INEN 520, y como se denota en la Tabla 2 el valor
promedio obtenido de residuos inorganicos a partir de la calcinacion de la muestra

en la mufla corresponde a 2.225% con una desviacién estandar de 0.1060 (Anexo

F 1.1).

En un trabajo realizado por Granados (2013), el resultado de cenizas fue 3.06%
para la harina de hormiga Santandereana entera y 5.23% en la misma muestra

desengrasada. Por otro lado, un estudio realizado por Vera (2020) mediante el
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método AOAC 923.03 indicé un porcentaje de 3.29% de cenizas en la harina de

grillo comun (Gryllus assimilis).

De acuerdo con los resultados obtenidos en la investigacion frente a los datos
bibliogréficos reportados anteriormente, se puede apreciar diferencias entre sus
valores, ya que estos se encuentran por encima del porcentaje de cenizas presentes
en la harina de hormiga objeto de estudio (2.225 £ 0.1060), esto va a depender del
tratamiento que se le dio a la muestra previo a la incineracion en la mufla, la
temperatura y el tiempo que se aplicé durante el proceso. En el caso de nuestra
harina se obtuvo las cenizas en seco, de forma que previo a la calcinacion se quemé
la muestra al aire de manera que por la intensidad de la flama se puede perder
cenizas, 0 producirse un cambio de carbonatos a oxidos (Marquez, 2014). Es
importante también tomar en cuenta la composicion propia del insecto, ya que de

acuerdo con su naturaleza va a depender el contenido de minerales que contenga.

Tabla 3. Determinacion de humedad.

Muestra Replica Humedad %

Harina de hormiga 1 5.5135
2 5.4139
3 5.3083

Tabla 4. Resultados del porcentaje de humedad.

Muestra Replica  Porcentajede  Media  Desviacion Coeficiente
humedad % estandar de variacion
%
Harina de 1 5.5135 5.4119 0.1026 1.8958
hormiga 2 5.4139
3 5.3083
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En cuanto al andlisis de humedad, en las Tabla 3y 4 se puede observar los valores
arrojados tras la elaboracion de la metodologia empleada, en donde el valor
promedio corresponde a 5.4119% y la desviacion estandar 0.1026 (Anexo F.2).

Segun Granados (2013), el contenido de humedad en hormigas sin ningdn tipo de
proceso es de 22.15%, mientras que en una muestra de harina de hormigas enteras
es de 4.94% similar al 5.41194+0.1026% obtenido en este estudio; asi mismo el
autor menciona que tras un proceso de tostado de las hormigas en horno a 20 min
el porcentaje de humedad bajo a 6.02%.

Ademas, el valor obtenido se encuentra por encima de la humedad reportada en
otros insectos, en el caso de una muestra de harina de grillos comun estudiada por
Vera (2020) menciona que el contenido de humedad de dicha matriz es de 2.74%,
dato obtenido por medio de método AOAC 925.10, por otro lado, segun Blanco
& Giraldo (2016), la humedad de la harina de grillos (achetta domesticus)

corresponde a 4%, dato logrado por medio de una termobalanza.

Asimismo, Pérez & Rodas (2012) analizaron dos tipos de harina de insectos:
grillos y cucarachas obteniendo 5.80 % y 6.56 % de humedad respectivamente,

dichos valores se acercan al valor de humedad de la harina de hormiga

De igual manera, es importante detallar la norma técnica que rige la humedad en
las harinas; (NTE INEN 1235, 1987) estipula que las harinas de granos y cereales
deben poseer un contenido de humedad de 9 al 15 %, sin embargo, para harinas de
insectos no existe normativa por lo cual no se puede realizar una comparacion

técnica.

Tabla 5. Determinacion de proteina.

Muestra Replica Peso de la muestra Proteina %
(mg)
Harina de 1 100.45 46.610
hormiga 2 101.42 47.287
3 103.38 48.505
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Tabla 6. Resultados del porcentaje de proteina.

Muestra Replica Porcentaje Media Desviacion Coeficiente
de estandar de
proteina variacion
% %

Harina de 1 46.610 47.467 0.9602 2.022

hormiga 2 47.287

3 48.505

La determinacion de la proteina obtenida mediante el método AOAC 991.2 Ed 20,
2016 se observa en la Tabla 5, donde se muestra los valores de las tres réplicas, y
en la Tabla 6 los valores estadisticos correspondientes 47.467% de media 'y 0.9602
y 2.022 de desviacion estandar y coeficiente de variacion respectivamente (Anexo
F.3).

Vera (2020) menciona un valor de 49.55% de proteina en la harina de grillo comun
(Gryllus assimilis), mientras que Santamaria & Inga (2019) reportan un valor de
56.7% en el mismo insecto; Quinteros (2018) presentd un contenido proteico de
65.4% para grillos. Por otro lado, Granados (2013) indica valores de 35.5% en
harina de hormiga Santandereana entera, valor que se encuentra por debajo del

47.467+0.9602% obtenido en esta investigacion.

Adicionalmente, Espinosa (2019) mediante el método AOAC 981.10 encontro
porcentajes de proteina en los chontacuros que van desde 7.03% hasta 9.71% de
acuerdo con el lugar donde viven, es decir que los que albergan en la palma morete

tiene mayor porcentaje de proteina que los de chonta.

La cantidad de proteina en los insectos estd relacionada directamente con la
presencia de exoesqueleto y la alimentacion, esto se puede observar en estudios

donde se toman insectos que han sido criados de una forma personalizada de
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manera que su composicién es distinta a los insectos que se alimentan

aleatoriamente en la selva.

Santamaria & Inga (2019) manifiestan que el aporte proteico de los insectos
depende del clima ya que, si el lugar es mas calido, el desarrollo y crecimiento del
insecto es favorable, tomando en cuenta en el ranking de aporte proteico de los
insectos en los paises de América, Ecuador se encuentra en el tercer lugar con un
porcentaje de 63%, solo detras de México y Colombia con 75.3% y 67.1%
respectivamente. Cabe destacar que el continente americano es el nimero 1 en el
ranking mundial de aporte proteico. Ademas, el método de cuantificacion de la

proteina también puede inferir en el resultado.

Tabla 7. Determinacion de grasa.

Muestra Replica Peso de Pesovaso+ Pesovaso+ Pesodela
muestra (g)  perlas de perlas de grasa
ebullicién ebulliciébn +  extraida (g)
(9) grasa
extraida (g)
Harinade 1 1.5025 75.8566 76.3250 0.4684
hormiga 2 1.5022 74.8321 75.3202 0.4729
3 1.5009 73.1772 73.6501 0.4881

Tabla 8. Resultados del porcentaje de grasa.

Muestra Replica Porcentaje Media Desviacion Coeficiente
de grasa estandar de
% variacion
%
Harina de 1 31.1747 31.7249 0.6851 0.0215
hormiga 2 32.4923
3 31.5077
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En la Tabla 7 se visualiza los valores de grasa alcanzados mediante AOAC ed
20,2016 2003.06, representados en la Tabla 8, donde de igual manera se trabajo
con 3 réplicas obteniendo como media 31.7249%, una desviacion estandar de 0.68
y 0,0215 de coeficiente de variacion (Anexo F 4.1).

Para Vera (2020) el porcentaje de grasa en harina de grillos siguiendo el método
AOAC 991.36 es de 20.24%, mientras que para Granados (2013) el valor de grasa
en harina de hormigas santandereanas enteras es de 40.40% por encima del

31.7249+0.6851% que se obtuvo en este trabajo investigativo.

Segun Pérez & Rodas (2012) en 100 gramos de porcién de harinas de grillos y
cucarachas el valor de grasa es de 31.21 y 29.57 % respectivamente, en este
analisis se siguid la metodologia de extraccion de grasa por Soxhlet, datos que se
asemejan al contenido de grasa de la harina de hormigas 31.7%.

Para Espinosa (2019) los valores de grasa en chontacuros va en un rango de
21,11% a 26,11%, datos menores al contenido de grasa de la hormiga, grillos y
cucarachas, sin embargo, dependiendo de la procedencia de dicho insecto, dicho

rango puede aumentar.

Tabla 9. Determinacion de fibra.

Muestra Replica Pesode Peso Peso Peso crisol Peso de
muestra crisol crisol+  +fibra la fibra
(9) vacio (g) fibra extraida extraida

extraida mufla (g) (s))

estufa

()
Harina de 1 1.0618  30.1595 30.259  30.1258 0.1254
hormiga 2 1.021 30.1144  30.206  30.081 0.1224

31



Tabla 10. Resultados del analisis proximal de fibra.

Muestra Replica Porcentaje Media Desviacion Coeficiente
de fibra estandar de
% variacion
%
Harina de 1 12.54 12.39 0.2121 0.0171
hormiga 2 12.24

La determinacion de fibra cruda se obtuvo mediante el método INEN 522 donde
los datos previos a dicho anélisis se visualizan en la Tabla 9, y de esta manera en
la Tabla 10 se denota la cantidad fibra, con una media de 13,39% de fibra cruda,
con una desviacion estandar de 0.2121 y coeficiente de variacion de 0.0171
(Anexo F 5.1).

El contenido de fibra cruda presente en los insectos esta relacionado directamente
con el exoesqueleto del animal, es asi como Avendafio et al (2020) afirma que la
quitina es uno de sus componentes mas abundantes, el mismo que es un
polisacarido considerado fibra. En su investigacion encontro 29% de fibra cruda
en un tipo de polilla llamada Latebraria amphipyrioides, mientras que en una larva

Aegiale hesperiaris encontré un 0.12%.

Por otro lado, Santamaria & Inga (2019) encontraron 5.01% de fibra cruda en
grillos, mientras que Quinteros (2018) asegura que, en dicho insecto se encuentra
entre el 5y 20%.

Granados et al (2012) obtuvo un valor de 15.48% de fibra bruta en la harina de
hormiga Santandereana entera, mientras que para la harina desengrasada un
30.22%. Se debe considerar que los valores encontrados en este estudio son mas
altos que los obtenidos al presente andlisis (12.39+0.2121%), debido
probablemente a la diferencia entre metodologias empleadas, el tipo de matriz

(desangrada), y el enfoque investigativo.
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Tabla 11. Andlisis proximal de la harina de hormigas.

Componente  Porcentaje %
Proteina 47.467+0.9602
Grasa 31.7249+0.6851

Fibra 12.39+0.2121

Humedad 5.4119+0.1026

Cenizas 2.225+0.1060

En la Tabla 11 se puede visualizar el analisis bromatoldgico de la harina de
hormigas santandereanas, los compontes analizados fueron 5: proteina, grasa,
fibra, humedad y cenizas. De esta manera se puede nombrar esta matriz alimenticia

como un alimento con alta cantidad de proteina (Beltran de Heredia, 2016).

3.1.2. Obtencion del concentrado proteico

Tabla 12. Contenido de proteina en los concentrados proteicos

Tratamiento Replicas Contenido de
pH de solubilizacion ~ pH de precipitacion proteina %

12 4 1 61.711

2 62.453

3 62.734

Total 62.299

10 4 1 59.233

2 60.812

3 59.847

Total 59.964
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Tabla 13. Contenido de proteina en los concentrados proteicos a pH 12 de

solubilizacion y pH 4 de precipitacion.

Muestra Replica Porcentajede Media Desviacién Coeficiente
proteina % estandar de
variacion
%
Harina de 1 61.711 62.299 0.5285 0.008483
hormiga 2 62.453
3 62.734

En la Tabla 12 se alcanza a visualizar el contenido proteico de los concentrados a
diferentes pH de solubilizacion, a traves del método Dumas. De esta forma se
encontré6 mayor cantidad de proteina a pH 12 de solubilizacion y pH 4 de
precipitacion. Esto se logra con el punto isoeléctrico de las proteinas, el mismo
que esta relacionado directamente con su perfil de aminoacidos, de forma que ha
determinado pH la proteina no tiene carga eléctrica y no logra desplazarse en este
campo, es asi como no existe repulsion electrostatica con las otras moléculas de

proteinas cercanas y en consecuencia precipitan (Serpa et al., 2014).

En un informe realizado en Meéxico, se analizaron tres tipos de insectos
comestibles: chinches adultos, larvas de avispa, y larvas mosca negra; en donde el
porcentaje de proteina concentrada de cada insecto mencionado fue: chinche 49.42
+0.04 %; larva de avispa 57.12 £ 0.58 % Yy larvas de mosca negra 55.18 + 0.20 %,
este andlisis del contenido de proteina se realizd mediante Kjeldahl con un factor
de correccion de 4.6 (Baigts-Allende et al., 2021).

Mientras que, segun Bu Bler et al. (2016) el contenido de proteina concentrada de
la harina de escarabajo (Tenebrio molitor) es de 57,8 + 1,2 %. Por otro lado,
Gonzélez (2019) evalué también la proteina bruta (AOAC, 2005) de la harina de
escarabajo (Tenebrio molitor) 50.9%, escarabajo zofobas (Zophobas morio)
37.8%, escarabajo de la hojarasca (Alphitobius diaperinus) 64.7% y grillos (Acheta

domesticus) 69.9%; para su uso en la alimentacion de rumiantes; la diferencia entre
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valores de una misma especie depende del método de extraccion y factor de

correccion.

Igualmente, Carvajal (2022) analizo el contenido de proteina cruda de harina de
larvas Hermetia Illucens 55.34%, y harina de grillos 65.07%. Para evaluar el efecto
de la sustitucién de harina de pescado por harina de dichos insectos para consumo
animal (acuicultura), la proteina extraida se realiz6 mediante el método micro-
Kjeldahl (AOAC, 2005).

De acuerdo con el porcentaje de proteina del concentrado proteico obtenido en este
estudio 62.299+0.5285%, la mayoria de los valores bibliogréaficos se encuentran
por debajo del valor mencionado, unicamente la harina de grillos y de escarabajo
de la hojarasca presentan datos relativamente similares (62 a 69 % de proteina).

En cuanto a concentrados proteicos que se comercializan, son de matrices
“comunes” los de peces que posean altos valores nutricionales o de leguminosas
con las misma caracteristica mencionada, por ejemplo, segin Carvajal (2022) el
contenido de proteina purificada de harina de sardina es de 65%, para Gonzalez
(2019) la torta de soja posee 50,6% de concentrado de proteina y Vallejos (2018)
afirma que la harina de arveja posee 84,26 % de proteina, los cuales son valores

mas elevados que de cualquier matriz proveniente de insectos.

Cabe mencionar que no existe investigaciones de la determinacion del punto

isoeléctrico de proteinas de la hormiga Atta laevigata.

En la Tabla 13, se observa el contenido de proteina de los concentrados proteicos
solamente del método de extraccion de pH 12 y 4 de solubilizacion y precipitacion
respectivamente, debido a que de esta manera se logro los valores mas altos de
contenido de proteina, obteniendo como media 62.63% de proteina, con un
porcentaje de rendimiento mas significativo 31.3447 % (Anexo F 7- Ec.7), con
una desviacion estandar de 0.53 y 0.008 % de coeficiente de variacion (Anexo F
6).
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3.1.3. Simulacién de la digestion gastrointestinal

Estindar DG DI Blanco

25KDa
20KDa
15KDa
10KDa
5KDa

2KDa

Figura 3. Resultados de electroforesis de la digestibilidad.

Fuente. Laboratorio de Investigacion y Vinculacion Universidad Estatal de
Bolivar- UEB

En la Figura 3 se perciben bandas de electroforesis SDS PAGE, con las siguientes
muestras: simulacion gastrica, simulacion gastrointestinal y un blanco de la

digestion.

La técnica de electroforesis SDS PAGE permite la separacion de proteinas por su
peso molecular. En los pocillos que se visualiza en la figura, se colocaron las
muestras de la simulacidn gastrointestinal del concentrado proteico obtenido (DG
y DI) y en el ultimo pocillo un blanco para verificar que no haya ningun tipo de

influencia externa en los resultados.
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Como se ha mencionado, la digestibilidad in vitro se realiza por medio de dos
fases, una gastrica y una intestinal con ayuda de enzimas digestivas, este
procedimiento permite la hidrolisis de proteinas.

En la digestion gastrica correspondiente al pocillo DG, se observa una hidrolisis
parcial de las proteinas por accién de la pepsina, mientras que en la digestion
intestinal DI en presencia de la pancreatina se refleja una hidrolisis total de las
mismas, por lo que las proteinas de la harina de hormiga podrian presentar una
buena digestibilidad.

Para Quinteros (2018) la digestibilidad de las proteinas presentes en matrices de
insectos estd directamente vinculada con la hidrolisis realizada (metodologia
aplicada), en su estudio de evaluacion de actividades bioldgicas en harina de grillo,
realizd una digestibilidad in vitro, en la cual mediante electroforesis SDS PAGE,
se presencio una hidrolisis total de proteinas tal como se presencia en las muestras

de los digeridos de la hormiga.

La técnica de digestibilidad in vitro se ha empleado en varios estudios, por
ejemplo, en Indonesia en 2017, se realizo la digestibilidad proteica de harina de
grillo con y sin exoesqueleto, en donde este ultimo elevo la digestibilidad, pero
redujo la cantidad de proteina. Afios atras, Bosch et al (2014) ejecutd una
simulacion gastrointestinal in vitro en harina de cucarachas y grillos, en este
estudio se realiz6 un perfil de aminoacidos de ambos insectos, la harina de
cucaracha arrojo una menor digestibilidad en comparacion a la harina de grillos y

de hormiga.

Cabe destacar que en numerosos estudios se ha evidenciado la generacién de
péptidos bioactivos tras el proceso de simulacidn gastrointestinal de proteinas, lo
que resulta llamativo para la comunidad cientifica, ya que dependiendo de la

matriz de estudio “presentan actividades biologicas tras su liberacion mediante
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hidrolisis”, estos péptidos durante la fase gastrica y después de la fase intestinal

son capaces de resistir y/o formar nuevos péptidos funcionales (Guerra, L. 2020).

3.1.4. Caracterizacion del concentrado y digeridos

PM Estandar | Hanna |C
(KDa)

250

ad«l Digestio IT‘E 5 I Blanco |
gdstrica 1 mal

150

Globulinas 7S
(42.1; 48.59 y
52.58 kDa)

i . S : Globulinas 11S
AS (35.26 kDa)

Albuminas 2S
(<10 kDa)

Figura 4. Resultados de electroforesis

Fuente. Laboratorio de Investigacion y Vinculacién Universidad Estatal de
Bolivar- UEB

Tabla 14. Resultados de pesos moleculares del analisis de electroforesis.

Banda Estandar Harinade Concentrado Simulacion Simulacion Blanco

hormigas Proteico Gastrica Intestinal  (kDa)
(kDa) (kDa) (kDa) (kDa)
1 250 191.06 191.06 191.06 - -
2 150 138.85 138.85 138.05 - -
3 100 96.58 96.58 96.58 - -
4 75 90.95 90.95 90.95 - -
5 50 74.73 74.73 74.73 - -
6 37 52.58 52.58 52.58 - -
7 25 48.59 48.59 42.1 - -
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8 20 42.1 42.1 35.26 - -

9 15 35.26 35.26 - - -
10 10 29.49 29.49 - - -
11 5 27.73 27.73 - - -
12 2 26.13 26.13 - - -
13 - 18.05 18.05 - - -
14 - 15.09 15.09 - - -
15 - 11.97 11.97 - - -
Fuente. Laboratorio de Investigacion y Vinculacién Universidad Estatal de
Bolivar- UEB

Para realizar la caracterizacion del concentrado proteico de la harina de hormigas
tras el proceso de digestibilidad in vitro se empled electroforesis en gel de dodecil
sulfato de sodio-poliacrilamida, esta técnica se aplico en la harina, concentrado

proteico 12-4 y los digeridos gastrico e intestinal.

El perfil de proteinas de acuerdo con la Figura 4y la Tabla 14, revelan distintas
bandas proteicas, en un amplio rango de pesos moleculares (kDa), para la harina y
el concentrado proteico: 11.97; 15.09; 18:05; 26.13; 27.73; 29.49; 35.26; 42.1;
48.59; 52.58; 74.73; 90.95; 96.58; 138.85; 191.06. Por otro lado, el digerido
gastrico presento los siguientes pesos moleculares (kDa): 35.26; 42.1; 52.58;
74.73; 90.95; 96.58; 138.85; 191.06. Y, por ultimo, como se evidencia en dicha
figura, la ausencia de bandas proteicas en el digerido intestinal demuestra que las

proteinas han sido hidrolizadas totalmente por accion de la pancreatina.

Para Tarone et al., (2013) el grupo de glicoproteinas o globulinas 7S poseen pesos
moleculares de 42 a 58 kDa. Vilcacundo et al.,, (2017) corrobora dicha
informacion; en comparacion a los resultados obtenidos del presente estudio, en
cuanto a la harina de hormiga, el concentrado proteico y digerido gastrico se
visualiza pesos moleculares de 42.1; 48.59 y 52.58 kDa, indicando la posible

presencia de globulinas con coeficiente de sedimentacion 7S.

En cuanto a las globulinas 11S, Vilcacundo et al., (2017) sefiala que son un grupo
de polipéptidos heterogéneos de diversos tamafios con dos subunidades: naturaleza
acida/AS (30-40 kDa) y naturaleza béasica/AB (20-25 kDa). Mientras tanto,

Quinteros et al., (2016) menciona que las globulinas con coeficiente de
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sedimentacion 11S son proteinas con pesos moleculares de 28.1 a 30 kDa; en base
a estos rangos, las muestras de harina de hormigas, concentrado proteico y digerido
gastrico, presentaron proteinas con peso molecular de 35.26 kDa que puede
corresponder a globulinas 11S de naturaleza &cida.

Por otra parte, Quinteros (2018) detalla que las albiminas 2S son consideradas de
bajo peso molecular, indicando que dichas proteinas tienen un peso menor a 10
kDa, por lo que solamente en la harina de hormiga y el concentrado proteico se

puede visualizar bandas inferiores al valor mencionado.

3.1.5 Capacidad antiinflamatoria

Tabla 15. Resultados de la actividad antiinflamatoria.

Muestra Porcentaje de proteccion %
Blanco de la digestion -1.20+1.18°
Harina de hormiga 69.23 + 2.05°
Concentrado proteico 74.70 + 2.36°
Hidrolizado gastrico 85.64 £ 0%
Hidrolizado intestinal 0.17 +1.026°
Diclofenaco sodico 79.49 + QP
100
s 85,64 79.49
80 69,23 :
60
40
20
0,17
0 _'L.Z_ =
20 Blanco de Harina de Concentrado Hidrolizado Hidrolizado Diclofenaco
digestion hormiga proteico gastrico intestinal soédico

Figura 5. Diagrama de barras del porcentaje de proteccion -capacidad
antiinflamatoria

Fuente. Laboratorio de Investigacion y Vinculacién Universidad Estatal de
Bolivar- UEB
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En la Figura 5 se indica el porcentaje de proteccion de las muestras estudiadas, el
porcentaje mas alto correspondiente a 85.64% correspondiente al digerido gastrico
(primera fase), el cual es un valor méas alto al compararlo con el estandar empleado
en el andlisis (Diclofenaco sodico - 79.49%), seguido del concentrado proteico
74.7 £ 2.36 %, ambos resultados sin diferencias significativas; la harina de
hormiga 69.23 £ 2.05 %, y en cuanto al hidrolizado intestinal y el blanco de la
digestion se obtuvieron valores de 0.17 £ 1.026 %y -1.2 £+ 1.18% respectivamente.

La hidrolisis de las proteinas puede formar péptidos bioactivos, en el caso de las
muestras analizadas solo se evidencio una mayor capacidad antiinflatoria en el
hidrolizado gastrico, mientras que el hidrolizado intestinal tuvo un valor bajo de
0.17 % de proteccion, debido a la posible inactivacion de los péptidos por falta de
resistencia al proceso de digestion duodenal.

Sin embargo, la harina de hormigas atta laevigata y el concentrado proteico
obtenido a pHs 12-4 de solubilizacion y precipitacion respectivamente, también
presentan un alto porcentaje de proteccion, por lo que es necesario realizar mas
estudios al respecto para identificar el compuesto que presenta dicha actividad

bioldgica .

Para Cobo (2016), la capacidad antiinflamatoria de la proteina aislada a pH 5 de
guayusa obtuvo un porcentaje de 67.89%, este resultado se encuentra por debajo
al porcentaje de proteccién del digerido gastrico del concentrado de hormiga
(85.64%)

En la investigacion realizada por Quinteros (2018), la actividad antinflamatoria
en concentrados proteicos a partir de harina de grillo (Gryllus assimilis) a pH de
precipitacion 6 y solubilizacion 10, alcanzo el mayor porcentaje de proteccion de
93.55%, dicho valor supera al porcentaje de proteccién de todas las muestras

encontradas en bibliografia..

41



Por otra parte, Liu (2022) menciona que para obtener grandes cantidades de
péptidos funcionales se requiere la hidrélisis de las proteinas, “estos péptidos
suelen ser de origen vegetal o animal, de bajo peso molecular y de facil absorcion”,
para verificar su actividad biologica es necesario realizar experimentos de caracter
in vitro o in vivo, sin embargo hay una imitada informacion de péptidos funcionales

en estudios clinicos.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMEDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

Se realiz6 el andlisis proximal de la harina de Hormiga Santandereana (Atta
laevigata), cuyos resultados demuestran que se trata de un alimento con alta
cantidad de proteina.

El concentrado proteico proveniente de la harina de hormiga se logré obtener
mediante la combinacion de pHs de solubilizacién y precipitacion de 12 y 4
respectivamente, con un valor de 62.299 % de proteina.

A partir de las proteinas de la hormiga, la digestion gastrointestinal simulada
favorece la liberacion de péptidos con actividad antiinflamatoria, mientras que
durante la digestion duodenal dicha actividad se pierde por completo.

Se realizd una caracterizacion de proteinas por medio de electroforesis SDS-PAGE,
la harina de hormiga y su concentrado proteico presentaron 15 tipos de proteinas
con pesos moleculares entre 11.97 y 191.06 kDa; en cuanto al digerido gastrico se
evidencid 8 proteinas de 35,26 — 191.06 kDa las cuales resistieron la accion de la
pepsina, finalmente el digerido intestinal no present6 proteinas.

La harina de hormigas y el concentrado proteico (pH 12-4) presentaron actividad
antiinflamatoria. Sin embargo, los péptidos liberados durante la digestion gastrica
son los principales responsables de esta actividad, debido a su alto valor registrado
(85.64%).
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4.2 RECOMENDACIONES
o Para establecer un mejor rendimiento en la extraccion del concentrado proteico, se
debe realizar un disefio experimental de varios pHs de solubilidad y precipitacion.
e Realizar un analisis de perfil de aminoécidos para completar la informacién acerca
de la calidad de proteinas presentes en la matriz estudiada.
e Realizar un estudio sobre otras actividades bioldgicas, esto permite tener un
conocimiento mas amplio sobre los efectos benéficos de la proteina presente en la

harina de hormigas Atta laevigata.
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6. ANEXOS

A. Fotografias de la parte experimental realizada durante la investigacion
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B. Fotografia de la obtencion del concentrado proteico a pH 12:4 de solubilizacion y
precipitacion respectivamente después de centrifugacion

C. Fotografia de la obtencién del concentrado proteico a pH 12:4 de solubilizacion y
precipitacion respectivamente después de liofilizacion
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D. Graficas obtenidas del contenido de proteina mediante dumas de la harina y del

concentrado proteico respectivamente

NDA Dumas Nitrogen Analyser

Laboratory information:
Name:

Address:

Phone:

E-mail:

Notes:

S/N:
Software version:
Operator Name:

3.15.0

Date Time
[dd/mm/yy] [hh:mm:ss]
25/05/22 10:51:59

Sample
Name
HARINA DE HORMIGA 2

Weight
[ma]
102,47

02 Flow Rate 02 Factor Analysis Calibration Proteins [@ N Area N N
[ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mag] [%0]
400,0 1,0 233,4 18 5,7 33727,1 8,3792 8,177

Proteins
[%]
46,61

2600,0-
2400,0
2200,0-

2000,0

00=1 e

R R IR TR ey IR ey KOy KRR KRR TR R TN LY R R R IR PRy TSy R sy RN R RN C LN LN L TN R RN RS R RS RN S RRTS S TR TRRINPRRINT
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 &0 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185
Time [s]

Working Calibration:
¥ = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 = 0,000000E+0 + X~3 = 0,000000E+0
Temperature [°C]:

Combustion furnace:
Reduction furnace:

Flow rate [ml/min]:
MFC1 carrier:
MFC2 carrier:

1029,7
643,9

150,0
218,9

Nota: grafica de Dumas-harina de hormiga muestra 1.
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Laboratory information:
Name:
Address:

NDA Dumas Nitrogen Analyser

S/N:
Software version: 3.15.0
Operator Name:
Date Time Sample Weight 02 Flow Rate 02 Factor Analysis Calibration Proteins [@ N Area N N Proteins
[dd/mm/yy] [hh:mm:ss] Name [mag] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mag] [%0] [%]
25/05/22 10:56:57 HARINA DE HORMIGA 3 102,97 400,0 1,0 247,0 18 5,7 34383,5 8,5423 8,295 47,287

Signal cutput [mV]

Working Calibration:

Temperature [°C]:
Combustion furnace:
Reduction furnace
Flow rate [ml/min]:
MFC1 carrier:
MFC2 carrier:

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200

Time [s]

¥ = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0

1029,0

: 650,3

189,1
215,4

Nota: grafica de Dumas-harina de hormiga muestra 2.
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NDA Dumas

Laboratory information:
Name:
Address:

S/N:
Software version:
Operator Name:

3.15.0

Nitrogen Analyser

Date Time
[dd/mm/yy] [hh:mm:ss]
25/05/22 11:38:17

Sample
Name

HARINA DE HORMIGA 4

Weight
[ma]
100,36

02 Flow Rate
[ml/min]
400,0

02 Factor Analysis Calibration Proteins [¢ N Area
[ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs]
1,0 237,2 18 5,7 34375,5

N
[mag]
8,5403

N
[%]
8,51

Proteins
[%]
48,505

24000

22000
20000

1800

1600,0

1400,0-]

1200,0

1000,0-

Signal cutput [mV]

£00,0
600,0
400

200,

00

15 20 25

Working Calibration:

Temperature [°C]:

Reduction furnace
Flow rate [ml/min]:

MFC2 carrier:

Combustion furnace:

MFC1 carrier:

30 35

40 45 50

55 60 65 70

75 80 85

90 95 10
Time [s]

105 110 11!

'
120 125 130 135

|
140 145 150

¥ = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0

1027,8
: 650,2

150,0
218,8

155 160 16!

[T
170 175 180 185 1%0

Nota: grafica de Dumas-harina de hormiga muestra 3.
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NDA Dumas Nitrogen Analyser

Laboratory information:
Name:

Address:

Phone:

E-mail:

Notes:

S/N:
Software version: 3.15.0
Operator Name:

Date Time Sample Weight 02 Flow Rate 02 Factor Analysis Calibration Proteins [@ N Area N N Proteins
[dd/mm/yy] [hh:mm:ss] Name [ma] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [ma] [%e] [%]
20/07/22 10:59:20 -ONCENTRADO pH1Z R1 101,54 400,0 1,0 256,2 18 5,7 44248,7 10,9932 10,826 61,711

26000+

2400,0

2200,0-

2000,0

1800,0

1600,0

1400,0

1200,0

1000,0

Signal cutput [mV]

800,0-]
600,0]

4000

2000

L I T A I AN R A A N I A I SR A O IR AR S A IR S A A A A T R I S S R A SN A I AT I A
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
Time [s]

Working Calibration:
¥ = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X2 * 0,000000E+0 + X3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1029,2
Reduction furnace: 651,2

Flow rate [ml/min]:

MFC1 carrier: 189,9

MFC2 carrier: 220,0

Nota: grafica de Dumas-concentrado proteico pH 12:4 solubilizacién y precipitacion respectivamente,
muestra 1.
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NDA Dumas Nitrogen Analyser

Laboratory information:
Name:

Address:

Phone:

E-mail:

Notes:

S/N:
Software version: 3.15.0
Operator Name:

Date Time Sample Weight 02 Flow Rate 02 Factor Analysis Calibration Proteins [@ N Area N N Proteins
[dd/mm/yy] [hh:mm:ss] Name [mag] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mag] [%0] [%]
20/07/22 11:04:24 -ONCENTRADO pH1Z Rz 100,13 400,0 1,0 242,8 18 5,7 44159,2 10,971 10,957 62,453

2800,0+
2600,0-|
2400,0|

22000

Signal cutput [mV]

90

Time [s]

Working Calibration:
¥ = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X2 * 0,000000E+0 + X3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1028,5
Reduction furnace: 643,59

Flow rate [ml/min]:

MFC1 carrier: 190,0

MFC2 carrier: 218,8

Nota: grafica de Dumas-concentrado proteico pH 12:4 solubilizacion y precipitacion respectivamente,
muestra 2.
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NDA Dumas Nitrogen Analyser

Laboratory information:
Name:

Address:

Phone:

E-mail:

Notes:

S/N:
Software version: 3.15.0
Operator Name:

Date Time Sample Weight 02 Flow Rate 02 Factor Analysis Calibration Proteins [@ N Area N N Proteins
[dd/mm/yy] [hh:mm:ss] Name [mag] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mag] [%%0] [%]
20/07/22 11:09:30 -ONCENTRADO pH12 RZ 101,67 400,0 1,0 241,2 18 5,7 45039,5 11,1897 11,006 62,734

32000
30000

220007
200007
1800,0-]

1600,0-]
14000°]
120007
100003

Signal cutput [mV]

90

Time [s]

Working Calibration:
¥ = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X2 * 0,000000E+0 + X3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1028,1
Reduction furnace: 650,7
Flow rate [ml/min]:
MFC1 carrier: 190,0
MFC2 carrier: 218,59

Nota: grafica de Dumas-concentrado proteico pH 12:4 solubilizacién y precipitacion respectivamente,
muestra 3.
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NDA Dumas Nitrogen Analyser

Laboratory information:
Name:

Address:

Phone:

E-mail:

Notes:

S/N:
Software version: 3.15.0
Operator Name:

Date Time Sample Weight 02 Flow Rate 02 Factor Analysis Calibration Proteins [@ N Area N N Proteins
[dd/mm/yy] [hh:mm:ss] Name [mag] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [ma] [%%0] [%]
20/07/22 11:18:36 -ONCENTRADO pH10R1 103,73 400,0 1,0 235,4 18 5,7 43388,1 10,7794 10,392 59,233

2000,0°
1800,0°

[mV]

1600,0°]
140007

Signal cutput

120007
100003
80,05
600,05
400,07
20,07

00
0

Time [s]

Working Calibration:
¥ = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X2 * 0,000000E+0 + X3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1030,6
Reduction furnace: 643,38
Flow rate [ml/min]:
MFC1 carrier: 190,0
MFC2 carrier: 218,8

Nota: grafica de Dumas-concentrado proteico pH 10:4 solubilizacién y precipitacion respectivamente,
muestra 1.
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NDA Dumas Nitrogen Analyser

Laboratory information:
Name:

Address:

Phone:

E-mail:

Notes:

S/N:
Software version: 3.15.0
Operator Name:

Date Time Sample Weight 02 Flow Rate 02 Factor Analysis Calibration Proteins [@ N Area N N Proteins
[dd/mm/yy] [hh:mm:ss] Name [mag] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mag] [%0] [%]
20/07/22 11:23:31 -ONCENTRADO pH10R: 101,92 400,0 1,0 241,8 18 5,7 43767,5 10,8736 10,669 60,812

2600,0-
2400,0
2200,0-

2000,0

1800,0

1600,0

1400,0

1200,0

1000,0

Signal cutput [mV]

800,0-]

600,0]

90

Time [s]

Working Calibration:
¥ = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X2 * 0,000000E+0 + X3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1027,7
Reduction furnace: 650,a8
Flow rate [ml/min]:
MFC1 carrier: 189,8
MFC2 carrier: 218,7

Nota: grafica de Dumas-concentrado proteico pH 10:4 solubilizacién y precipitacion respectivamente,
muestra 2.
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Laboratory information:
Name:

Address:

Phone:

E-mail:

Notes:

S/N:
Software version: 3
Operator Name:

NDA Dumas Nitrogen

Analyser

.15.0

Date Time
[dd/mm/yy] [hh:mm:ss]
20/07/22 11:28:19

Sample
Name
ZONCENTRADO pH10 RZ

Weight
[ma]
102,08

[ml/min]
400,0

[ml/mg]
1,0

Time [s] Number
259,2 18

Factor
5,7

02 Flow Rate 02 Factor Analysis Calibration Proteins [@ N Area

[mvxs]
43140,7

N
[ma]
10,7179

N
[%]
10,5

Proteins
[%]
59,847

26000+

2400,0
2200,0-
2000,0
1800,0
— 1600,0-
= ]
= 1400,0-

3 1200,0-]

tput [m

Signal o

1000,0
aoo,o—f
500,0—2
400,0—2

200,0-

00- ...

Working Calibration:

Temperature [°C]:
Combustion furnace:
Reduction furnace:
Flow rate [ml/min]:
MFC1 carrier:
MFC2 carrier:

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

IR T I T R A
100 110 120 130

Time [s]

¥ = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0

1029,5
650,6

190,1
218,9

e
140

e
150

e
160

ST
170

S
180

R
190

NI
200 210

Nota: grafica de Dumas-concentrado proteico pH 10:4 solubilizacién y precipitacion respectivamente,

muestra 3.

E. Permiso para trabajar con hormigas (Atta laevigata) por parte del ministerio del

ambiente
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GUILLERMO LASSD
PRESIDENTE

AUTORIZACION DE RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES DE LA DIVERSIDAD
BIOLOGICA No. 2802

ESTUDIANTES E INVESTIGADORES (SIN FINES COMERCIALES)
1.- AUTORIZACION DE RECOLECTA DE ESPECIMENES DE ESPECIES LA DIVERSIDAD
BIOLOGICA

2.-CODIGOD
MAATE-ARSFC-2022-2802

3.- DURACION DEL PROYECTO
FECHA INICIO

FECHA FIN

20230105 2230705

4.- COMPOMENTE A RECOLECTAR
Animal

El Ministerio del Ambiente y Agua, en usg de las afribuciones que le confiere la Codificacion a la
Ley Forestal v de Conservacion de Areas Naturales y Vida Silvestre autoriza a:

5.- INVESTIGADORES /TECNICOS QUE INTERVENDRAN EN LAS ACTIVIDADES DE
RECOLECCION

L"’mm Nombras y Apellidos Macicnaigag | B RESISTRC EXPERENCIA | SEPC
1B0ZTIEI02 %ﬁﬁwﬂcm“ﬂa Ecuaioriana | 7241125659 mgm Insecta
1718604042 ?ﬁwmli"_mEm Ecualoriana | Mo apliea EE“-"'“"I e Insact
2R ARIEL ABEL PALMA EGAS Ecuaioriana | Moaplica E;";ij Insacta

G.- PARA QUE LLEVEN A CABO LA RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES LA

DIVERSIDAD BIOLOGICA:

Hombre del Proyecto: Concentrados proteicos de Hormigas Santandereanas -Atta lasvigata-

Ministerio dal Ambienta, Agua v Transicidn Eccldgica
Direccian: Calle Madrid 1159 v Ardalucin

Codigo poskal
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Caracterizacion y evaluacion de su capacidad antiinflamatoria tras el proceso de digestion
gastrointestinal in vitro.

7.- 8E AUTORIZA LA RECOLECCION CON EL PROPOSITO DE:

Caractertzar y avaluar [a capackiad antinflamatora de los concentrages probeicos de honmigas Santandercanas (Att lBavigata) tras o
procesn de digeston gastmintestingl In vilro.

Evaluar I3 capacidad anfrflamatora In vitro del coneenirado protesco y &l digenido.

Oibtener coneentrades protelcos de 13 harna ublizando dferentes pHs de predpizdon,

Detenminar & anailsis proximal de 13 harna proveniente de kas Hormigas Santanderzanas (Alta laevigata).

Caractertzar &l concaniracy profeles y 2 digeno obienido ras el proceso de simulacion e |a digestion gastrointestinal in v,

Simuiar i3 digestion gastrointastingl In vitro del concentrado proteico.

8.- .ﬁrLRrEA GEOGRAFICA QUE CUBRE LA RECOLECCION DE LAS ESPECIES O
ESPECIMENES:

PROVINCIAS SHEP BOSEUE PROTECTOR

ORELLANA, PARGUE NACIONAL YASUNI ESTACION CIENTIFICA PAYAMING

9.- INFORMACION DE LAS ESPECIES A RECOLECTAR
CLASE | ORDEN FAMILIA GEMERD ESPECIE | TIPO MUESTRA W MUESTRA W LOTE

Insecta | Hymenopiera Formicidas | MA MA, Hormiga Entara 10

10.- METODOLOGIA APLICADA EN CAMPO

El mtodo g2 recoleccion s2 realizar de acuemo a la forma tradidional Impuesta por las comunidad Shuar,
FASE DE donge 52 dabe £avar Una zanja alrededor gel Nio de hormigas y 56 coliCam Carca de fa sallda del agulero una
RECOLECCION: | mecha con fuego, de forma que 135 homigas al salir de su nido, 565 alas 52 quemen y calgan en la zanja. De
esta forma 5& procederd a recolectanas para lwego Tasiadanas.

FASE DE Una vez que s& [3s recolecta y 5e limpian, s2 deberd uliracongelar las muesias de forma gue no &2 vaa
PRESERVACION: afeciano sU COMPpOslcion por i3 muere ged Insego.

11. METODOLOGIA APLICADA EN LABORATORIO

METODOS EMPLEADOS EN EL B uso de un loflizador para secar k35 muesiras y que no Interfiera en 106 resuitados 13 gran
LABORATORIO: cantidad de agua gue lo contienan

Ministerio del Ambiente, Agua v Transicidon Ecoldgica

Direcsion: Calle Madrid 1159 v Ardalucia o ¥ 213

W
Codigs pastal
Tl dlam I
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12.- 5E AUTORIZA LA UTILIZACION DE LOS SIGUIENTES MATERIALES Y/O EQUIPOS
PARA LA REALIZACION DE ESTA RECOLECCION.

Graps Bloldgico 3 Recolectar Descripcion Tipo de Equipamilsmbe

Insecia HORMIGAS ENTERAS Matarial en Campo

13.- COLECCIONES NACIOMALES DEPOSITARIAS DEL MATERIAL BIOLOGICO
Insecta Coieceion de Lepigoplencs Fundacin Siioleca Ecuatorana Aurslio Espinoza Poilt

14.- RESULTADOS ESPERADODS
Harina de hormigas Santandereanas con una concentracion de proteina elevada.

15.- CONTRIBUCION DEL ESTUDIO PARA LA TOMA DE DESCICIONES A LA
ESTRATERGIA NACIONAL DE BIODIVERSIDAD 2011-2020.

METAS DESCRIPCION

Metald, 19.01Para & 2021, & Ecuador Impiamenta a agenda nacional da Coninbulr con Informacion de enmtomofagla al

[ £5, CON & Ivolucramisnta de 13 3cademia, sacior pblico, privaca, Ecuacor en base 3 2sta NoMmiga que no existen
puEbios y nacionalidacss. SEI0E Prevics

DE ACUERDOD A LAS SIGUIENTES ESPECIFICACIONES

1. Solicitud de: ARIEL ABEL PALMA EGAS

2. Institucion Nacional Cientifica : UNIVERSIDAD TECHICA DE AMBATO U.T.A.
3. Fecha de entrega del informe final o preliminar: 2023706721

4, Valoracion técnica del proyecto: AULESTIA CORDOVA DARWIN PAUL

5. Esta Autorizacién MO HABILITA LA MOVILIZACION DE FLORA, FAUNA,
MICROORGANISMOS ¥ HONGOS.

6. Esta Autorizacion NO HABILITA EXPORTACION DE FLORA, FAUNA, MICROORGANISMOS
Y HONGOS, sin la comespondiente autorizacion del Ministerio del Ambiente v Agua.

Ministeric del Ambiente, Agua v Transicién Ecclagica

Direccian: Calle Madrid 1158 v Ardalucia W y 33
Codigo postal h e i
Tiel T I
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7. Los esp&cl'me_nes o muestras recolectadas no ppdrén ger utilizadas en actividades de
BIOPROSPECCION, NI ACCESO AL RECURSO GEMETICO.

8. Los resultados que se desprendan de la investigacion, no podran ser utilizados para estudios
posteriores de Acceso a Recurso Genéticos sin la previa autarizacion del Ministerio del Ambiente
y Agua.

OBLIGACIONES DELS LOS INVESTIGADORIES.

9, Ingresar al sistema electronico de recolecta de especimenes de especies la diversidad
bioldgica del ministerio del ambiente v agua, el o los informes parciales o finales en formato POF,
en el formato establecido.

Con los siguientes anexos:

- Escaneado de el o los certificados originales del depasito o recibo de las muestras, emitidas
por las Colecciones Cientificas Ecuatorianas come Intemacionales depositarias de material
bioldgico.

- Escaneado de las publicaciones realizadas o elaboradas en base al material bioldgico
recolectado.

- Escaneado de material fotografico gque considere el investigador pueda ser utilizados para
difusion. (s2 mantendra los derechos de autor).

10. Citar en las publicaciones cientificas, Tesis o informes técnicos el nimero de Autorizacion de
Recoleccion otorgada por el Ministerio del Ambiente v Agua, con el gue se recolecto el material
biolégico.

11. Depositar los holotipos en una institucién cientifica depositaria de material biolagico.

12. Loz holotipos solo podrén salir del pais en calidad de préstamo por un periodo no méas de un
ano.

13. Las muestras biologicas a ser depositadas deberan ingresar a las colecciones respectivas
siguiendo los protocolos emitidos por el Curador/a custodio de los especimenes.

14. Las muestras deberan ser preservadas, curadas y depositadas de lo contrario, se deberan
sufragar los gastos que demanden la preparacion del material para su ingreso a la coleccion
comespondiente.

Del incumplimiento de las obligaciones dispuestas en los numerales, 9, 10, 11, 12, 13 y 14 se
responsabiliza a ARIEL ABEL PALMA EGAS.

Ministeric del Ambiente, Agua ¥ Transicign Ecclagica

Direccion: Calle Madrid 1159 v Andalucia W 415
Codigo postal: | clica
Talalan |
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DIRECTOR DE BIODIVERSIDAD
LAGLA CHIMBA BYRON ADRIAN
2022-12-09

Ministeric d
Direccian: Call

Codigo poskal:
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F. Calculos

F 1. Célculos de cantidad de ceniza
€% = =25 100 (Ec.1)

11.807 — 11.761
C,% = > «100

PI_PO

C,% = «100

21.429 — 21.386
C,% = - «100

P;=peso del crisol + muestra incinerada en gramos
P,= peso del crisol vacio en gramos
P= peso de la muestra en gramos

%C= porcentaje de cenizas obtenido de la muestra en gramos

F 1.1 Calculos estadisticos en la cantidad de ceniza

e Media
_ xxi
X = - (Ec.2)
234215
B 2
X =2.225
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e Desviacién estandar

§= P& (Ec.3)

n—-1

(2.3 — 2.225)2 + (2.15 — 2.225)2
5= 2-1

S =0.1060

e Coeficiente de variacion

S
C.V=-=%100 (Ec.4)
X
0.1060 100
= *
2.225

C.V =4.7640%
F 2. Calculos estadisticos en la cantidad de humedad

e Media

5.5135+ 5.4139 + 5.3083
X = 3

X =5.4119

e Desviacién estandar

B ’Z(xi—X)2
$= n—1
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o j(5.5135 —5.4119)2 + (5.4139 — 5.4119)2 4+ (5.3083 — 5.4119)?2
B 3—1

§$=0.1026

e Coeficiente de variacion

C.V > 100
. = — %
X
v 0.1026 100
= *
5.4119

C.V =1.8958%
F 3. Célculos estadisticos en la cuantificacion de proteina

e Media

¥ = 46.610 + 47.287 + 48.505

3
X =47.467
e Desviacion estandar
xi — X)2
o [BEi-X)
n—1

o J (46.610 — 47.467)2 + (47.287 — 47.467)%2 + (48.505 — 47.467)2
N 3—1

S =0.9602
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e Coeficiente de variacion

cC.v a 100
. = — %k
X

- 0.9602
T 47.467

* 100

C.V=2.022%

F 4. Calculo de cuantificacion de grasa

P2-Po

G% = P1

« 100 (Ec.5)

G: contenido de grasa del alimento en base seca, expresado como porcentaje
Po: es el peso en g de balon seco + las perlas (g)
P1: peso en g de la muestra seca (g)

P2: peso del balon + las perlas+ la grasa (g)

e Calculo para la determinacion de grasa
76.3250 — 75.8566

0fH =
1% 1.5025

G1% = 31.1747 %
G,% = 32.4923 %
G3% = 31.5077 %
F 4.1 Calculos estadisticos en la cuantificacién de grasa

= Media
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¥ 31.1747 + 32.4923 + 31.5077
B 3

X =31.7249

= Desviacion estandar
xi — X)2
. /2( )
n—1

§= \/(31.1747 —31.7249)? + (32.4923 — 31.7249)2 + (31.5077 — 31.7249)?

3—-1
S =0.6851

= Coeficiente de variacion
c.V S 100
. = — %k
X

0.6851

= 317249 * 100

C.V =0.0215%

F 5. Calculo de cuantificacion de fibra

% fibra cruda = TSecoMeeniza 4 100 (Ec.6)

Mmuestra

Mopuestra = P€SO de la muestra

mseco

= peso del crisol con fibra y ceniza (despues de secado en estufa a 130°C)

Meeniza = PESO del crisol con cenizas despues de la mufla a 525°C
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30.259 — 30.1258

% fibracrudal = 10618

% fibra cruda1l = 12.54

30.206 — 30.081

% fibra cruda 2 = 1071 * 100

% fibra cruda 2 = 12.24

F 5.1 Calculos estadisticos en la cantidad de fibra

= Media

125441224
B 2

X =12.39

= Desviacion estandar

_ /z<xi—X>2
S = n—1

o J(12.54 —12.39)2 + (12.24 — 12.39)2
B 2—1

§$=0.2121
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= Coeficiente de variacion
cC.V S 100
. = — %
X

_0.2121

= 1239 * 100

C.V=0.0171%

F 6. Calculos estadisticos en la obtencion de concentrados proteicos

e Media

_ 61.711 + 62.453 + 62.734
B 3

X =62.299

e Desviacion estandar
xi — X)?2
o /2( )
n—1

_ \/(61.711 —62.299)2 4+ (62.453 — 62.299)2 + (62.734 — 62.299)2

3—-1
S =0.5285
e Coeficiente de variacion
C.V= E * 100
X

0.5285

= %2299 100
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C.V=0.0084832%

F 7. Calculo de rendimiento entre concentrados proteicos

peso final del concentrado

% Rendimiento = — — x 100 (Ec.7)
peso inicial de la harina
o 6.2327
% RendlmlentopH 10—4 = m * 100

% Rendimiento,y 10-4 = 24.9296 %

7.8369

L7
250023 g+ 100

% Rendimientoyy 12-4 =

% Rendimiento,y 1,4 = 31.3447 %

F 8. Datos de porcentaje de proteccion para analisis de capacidad antiinflamatoria

Muestra Replicas Media del % de Desviacion
% de proteccion proteccion estandar

Blanco -0.51 -1.20 1.18
-0.51
-2.56

Harina de hormiga 71.28 69.23 2.05
69.23
67.18

Concentrado 77.44 74.70 2.36
proteico (12-4) 73.33
73.33

Hidrolizado géastrico 85.64 85.64 0

58.64
85.64

Hidrolizado 1.54 0.17 1.026
intestinal -0.51
-0.51

Diclofenaco sédico 79.49 7 0
79.49 9.49

79.49
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F 8.1. Célculos estadisticos para el porcentaje de proteccion
Harina de Hormiga:

= Media

¥ 71.28 + 69.23 + 67.18
B 3

X =69.23

= Desviacion estandar
xi — X)2
o /2( )
n—1

. \/(71.28 —69.23)2 + (69.23 — 69.23)2 + (67.18 — 69.23)2
- 3—-1

§S=2.05

= Coeficiente de variacion

Cc.V > 100
Vo=
X

2.05

CV=5923

* 100

C.V =0.029%
Concentrado proteico:

= Media
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77.44+73.33+73.33
X = 3

X =74.70

= Desviacion estandar

_ [zei-x
S=Tnm1

o J(77.44 —74.70)% + (73.33 — 74.70)% + (73.33 — 74.70)?2
- 3—-1

S =2.37
= Coeficiente de variacion
c.V S 100
. = — %k
X

2.37

CV=5170

* 100

C.V =0.031%
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