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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se enfocd en la obtencion de concentrados
proteicos a partir de la harina de Hormigas Santandereanas (Atta laevigata), a fin
de evaluar el rendimiento y, cantidad y perfil de proteinas presentes en los mismos.
Los concentrados se obtuvieron por medio de precipitacion isoeléctrica a pHs de
solubilizacién de 10.0 y 12.0 y de precipitacion de 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0; logrando el
mayor porcentaje de rendimiento y contenido proteico mediante solubilizacion de
las proteinas a pH 12.0 y posterior precipitacion de estas a pH 5.0, con valores de
31.10 y 71.29 por ciento respectivamente. Se caracterizd los concentrados
proteicos mediante electroforesis SDS-PAGE en condiciones reductoras (con -
ME) y no reductoras (sin B-ME). El perfil proteico en ambos casos mostr6 bandas
similares, evidenciando la presencia de quince tipos de proteinas con pesos
moleculares entre 15.02 y 191.51 kDa.

Palabras clave: Hormigas Santandereanas, concentrados proteicos, pH,

precipitados, Dumas, caracterizacion, electroforesis.
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ABSTRACT

The present research work focused on obtaining protein concentrates from the flour of
Santanderean Ants (Atta laevigata), in order to evaluate the yield and quantity and profile
of proteins present in them. The concentrates were obtained by means of isoelectric
precipitation at pHs of solubilization of 10.0 and 12.0 and of precipitation of 2.0, 3.0, 4.0
and 5.0; achieving the highest percentage of yield and protein content through protein
solubilization at pH 12.0 and subsequent precipitation of these at pH 5.0, with values of
31.10 and 71.29 porcent respectively. Protein concentrates were characterized by SDS-
PAGE electrophoresis under reducing (with -ME) and non-reducing (without B-ME)
conditions. The protein profile in both cases showed similar bands, evidencing the
presence of fifteen types of proteins with molecular weights between 15.02 and 191.51
kDa.

Keywords: Santanderean Ants, protein concentrates, pH, precipitates, dumas,

characterization, electrophoresis.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. TEMA DE INVESTIGACION

“Analisis de los concentrados proteicos de la Hormiga Santandereana (Atta laevigata)”

1.2. JUSTIFICACION
La crisis alimentaria es uno de los problemas mas preocupantes a nivel mundial,
manifestandose a través de los afios con la limitada accesibilidad a alimentos con alto
valor nutricional o por la inseguridad alimentaria a consecuencia de factores de
desigualdad social (Delgado & Gonzales, 2019). En Ecuador se afronta continuamente
problemas de inequidad que resulta en una inestabilidad social, politica y econdmica
trayendo como consecuencia la pobreza y con ello, el hambre y la malnutricién, por lo
que se vuelve imperante buscar soluciones que aporten al mejoramiento de las condiciones

actuales de la seguridad y soberania alimentaria (A. Fernandez et al., 2017).

El elevado impacto ambiental que conlleva la produccion de leche y carne es uno de los
aspectos desconocidos por la mayoria de sus consumidores. Segun la FAO, los productos
animales a nivel mundial aportan el 30% de las proteinas totales en la dieta, pero este
porcentaje cambia segun la zona geografica: en los paises en desarrollo baja a un 26%
mientras que en los paises industrializados asciende al 56%. Por ende, la tendencia de
consumo de productos de origen animal por parte de paises de primer mundo, se convierte

en un modelo de referencia para los paises de economia emergente (Steinfeld et al., 2006).

Halloran & Vantomme (2015) afirman que el consumo de insectos, puede ser una
alternativa para garantizar la seguridad alimentaria. La carne de insectos posee
componentes nutritivos importantes para el consumo del ser humano, llegando a ser
incluso mas nutritiva que la roja o la de aves de corral; por otro lado Flores et al (2020)

mencionan que, si bien los insectos son conocidos por sus diversas propiedades
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nutricionales, especialmente asociadas a su alto porcentaje de proteina y/o alto contenido

de &cidos grasos, también son ricos en minerales y vitaminas.

Por lo sefialado anteriormente se ha propuesto una investigacion que pretende encontrar
nuevas tendencias alimenticias que lleve al desarrollo de nuevos productos con un elevado
valor nutricional. Esta investigacion se realizara con el fin de determinar el método més
eficiente para la extraccion de los concentrados proteicos a partir de la harina de hormigas

Santandereanas (Atta laevigata), asi como la caracterizacion de dichos concentrados.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo General
Analizar los concentrados proteicos de Hormigas Santandereanas (Atta laevigata).

1.3.2. Objetivos Especificos

e Obtener concentrados proteicos a partir de las hormigas Santandereanas a
diferentes pHs de solubilidad y precipitacion.

e Determinar el rendimiento y contenido de proteina en los diferentes
concentrados proteicos.

e Caracterizar los concentrados proteicos en condiciones reductoras y no

reductoras.

1.4. FORMULACION DEL PROBLEMA
¢Existe influencia del pH de solubilizacion y precipitacién en el porcentaje de proteina de
los concentrados proteicos obtenidos a partir de la harina de Hormiga Santandereana (Atta

laevigata)?



1.5. HIPOTESIS

1.5.1. Hipotesis Nula
El pH de solubilizacion y precipitacion no influye en el porcentaje de proteina
de los concentrados proteicos obtenidos a partir de la harina de Hormiga

Santandereana (Atta laevigata).

1.5.2. Hipotesis Alternativa
El pH de solubilizacion y precipitacion si influye en el porcentaje de proteina
de los concentrados proteicos obtenidos a partir de la harina de Hormiga

Santandereana (Atta laevigata).

1.6. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS
Los insectos son el grupo de seres vivos mas diversos del planeta segin Zumbado &
Azofeifa (2018), llegan a formar el 54% de todas las especies conocidas y un 75% del
total de especies animales. Pertenecen a la mayor cantidad de biomasa sobre la Tierra
debido a sus elevadas tasas de reproductividad y a su larga estancia en el planeta.
Histéricamente, a los insectos se los ha ligado ampliamente con el ser humano, ya sea por
los productos obtenidos de los mismo o por formar parte de su dieta desde tiempos

remotos.

Existen reportes en los que se evidencia el consumo de insectos por parte de los ancestros
del hombre en comunidades primitivas, Broom (1938) menciona que Australopithecus
robustus consumia hormigas, termitas, larvas de coledpteros, garrapatas, acaros entre
otros. Reconociéndose de esta manera, que el hombre, desde mencionados tiempos ha
distinguido a los insectos en cualquier ecosistema como una fuente alimenticia con alto

valor nutricional.

Su masa corporal se encuentra compuesta en gran parte por proteina (60 -70%), ademas
de grasas, vitaminas y minerales (DeFoliart, 1992). Es debido a ello, que la FAO

considera a esta biomasa como una fuente nutricional de alto valor biol6gico. Por otro



lado, la forma en la que son consumidos, no se delimita por su fase de desarrollo, ya que
se consumen como huevos, larvas, ninfas, pupas y adultos. Segun la FAO se consumen
principalmente insectos de los o6rdenes coledpteros (escarabajos), lepidopteros (orugas),
himendpteros (abejas, avispas, hormigas), ortopteros (saltamontes, langostas, grillos),
hemipteros (cigarras, fulgoromorfos, cochinillas, chinches), isopteros (termitas) entre
otros (Halloran & Vantomme, 2013).

1.6.1. Orden Himenoptero

Es considerado el grupo de insectos mas avanzados evolutivamente debido a su
desarrollado comportamiento social. Constituye uno de los érdenes mas grandes
de insectos con mas de 100 000 especies descritas en el mundo, las mismas que se
dividen en dos subdrdenes: Symphyta y Apocrita, este Gltimo agrupa a las

hormigas, abejas, y avispas (Zumbado & Azofeifa, 2018).

Estan conformados por un sistema morfoldgico estructural y homogéneo a pesar
de encontrase una gran variedad de tamarios y formas. En la capsula cefalica se
encuentran bien distinguidos los ojos y un aparto bucal estructuralmente
masticador, que también suele encontrase adaptado para lamer o succionar. Los
himenopteros se caracterizan por tener alas membranosas, con un primer par mas
grande que el segundo. Por otro lado, es caracteristico de este orden seguir un ciclo
de desarrollo holometabolo (huevo, larva, pupa, imago) (Fernandez & Pujade,
2015).

1.6.2. Género Atta

Pertenecen a la familia Formicidae, subfamilia Myrmicinae, y en conjunto con
Acromyrmex conforman a las Attini conocidas por ser cortadoras de hojas (Linné,
1758).

Se encuentran distribuidas desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina, siendo

catalogadas como un grupo de insectos plaga, uno de los mas perjudiciales en



América del Sur. De acuerdo con Lezaun (2020) esto se debe a de su desarrollada
organizacion social, el gran tamarfio poblacional y capacidad de cosechar hojas de
todo tipo de especie vegetal. Las hojas una vez cortadas, son llevadas a sus nidos
y almacenadas en cdmaras acondicionadas y destinadas para este fin en donde mas
adelante serviran como sustrato para el cultivo de hongos, con los que conviven

en una simbiosis mutualista.
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Figura 1. Anidacién de hormigas del género Atta.
Fuente: (Mufoz, 2017).

1.6.2.1. Organizacion social

Sus colonias pueden superan el millén de individuos, caracterizadas por ser
buenas excavadoras y construir hormigueros con profundidades de mas de 5m
pudiéndose extender a mas de 80 m? (Wheat, 1979). Cada colonia se divide
en dos grupos de hormigas: las hormigas fértiles y aladas (reinas y machos), y
las castas de infértiles. La reina y las obreras (infértiles) seran miembros

permanentes del nido, ambos destinados a mantener y proliferar a la colonia.

La reina, con un mayor tamafio por sobre las demas, dara inicio al nuevo
hormiguero, pudiendo vivir hasta 25 afios y colocar hasta 1 500 000 huevos al
afio. Se situard en la parte mas segura y menos accesible del nido, y se dedicara

solo a poner huevos, los cuales podran ser fecundados o no ya que es capaz de
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controlar la abertura del 6rgano donde se almacena los espermatozoides.
Dependiendo de la alimentacion y las condiciones del ambiente, si los huevos
son fecundados, podran resultar en hembras diploides que pueden desarrollarse
en obreras estériles o en nuevas reinas aladas. Por otro lado, si el huevo no es
fecundado, este resultara en un macho alado haploide desarrollado por
partenogénesis (Holldobler & Wilson, 1990).

Las obreras se subdividiran en castas, que en base a lo mencionado por Lezaun
(2020) tipicamente se rigen de acuerdo con su tamario, y estan destinadas a
realizar funciones especificas. Las jardineras cultivaran el hongo, serviran
como nifieras y alimentaran a la colonia por trofalaxis. Los solados detectaran
y seleccionaran el material vegetal que se cortara. Las exploradoras, que
generalmente son hembras con un mayor tamafio de las demas, defenderan al
hormiguero. Las cortadoras, se encargaran de cargar las particulas de suelo que
ha sido extraido en la construccion de tlneles y galerias, ademas del material
vegetal cortado por sus compafieras. Las escoteras tienen como objetivo liberar

de cualquier cuerpo extrafio o contaminante que se halle en el material vegetal.

Los miembros temporales de la colonia, hembras y machos alados son los
encargados de procrear. Se aparean durante el vuelo nupcial, donde la hembra
(nueva reina) resulta fertilizada para originar una nueva colonia y el macho

muere durante la copula (Holldobler & Wilson, 1990).
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Figura 2. Ciclo biol6gico hormiga arriera.
Fuente: (Lezaun, 2020).



1.6.2.2. Importancia

El tan solo hecho de existir, hace de cualquier organismo un individuo
importante en cualquier ecosistema. Las hormigas cortadoras de manera
directa o indirecta controlan la disponibilidad de recursos para otras especies,
ademas de crear nuevos habitats, mantenerlos y modificarlos de forma
beneficiosa (Montoya-Lerma et al., 2012). En los bosques, ademéas de
esparcir semillas, crean claros en la copa de los arboles al remover el follaje,
dando paso a la disponibilidad de luz y el desarrollo de nuevas plantas.
También juegan un papel importante en el desarrollo del suelo, al construir los
nidos (tlneles y galerias) extraen grandes cantidades de tierra y con ello
nutrientes y minerales del subsuelo a la superficie, provocando que esta se
mezcle incrementando las concentraciones de materia organica y su fertilidad,

la cual es aprovechada por la vegetacion (Kulhavy et al., 2001).

1.6.3. Hormigas cortadoras como plaga

Esta especie de hormigas al ser consideradas polifagas, es decir, la materia vegetal
que recolectan no se delimita a una especie de planta en particular, juntamente con
la gran abundancia en diversos ecosistemas, la convierte en la plaga
econémicamente mas perjudicial en la agricultura. Afectan de manera
considerable la productividad, la diversidad, los nutrientes y energia en los

ecosistemas.

Underwood & Fisher (2006) relaciona el aumento de las poblaciones de hormigas
con la destruccion o desgaste en los ecosistemas en los que ha intervenido el
hombre con actividades tales como la mineria, la tala de bosques, pastoreo,

fragmentacion, edificacion entre otros.

Debido al dafio que provocan en los cultivos, representan una de sus mayores
limitantes para la produccion de plantas frutales, hortalizas, gramineas entre otros.
Se encuentran presente en mas del 80% de paises del Neotropico por lo que se las

considera como una plaga principal (21 - 79% plaga secundaria, 1 — 20% plaga



terciaria) resultando incalculable las pérdidas econdmicas que provocan: siendo
ademas pocos los estudios realizados para cuantificar los umbrales econémicos de
la herbivoria de estas hormigas, ya sea por su imprevisibilidad de los ataques a las
plantas o la dificultosa manipulacion y cuantificacion de sus poblaciones
(Montoya-Lerma et al., 2012).

1.6.4. Entomofagia

La préactica del consumo de insectos por los seres humanos como fuente de
alimentos se conoce como entomofagia, cuya actividad se remonta desde épocas
primitivas hasta la actualidad. Desde es un punto de vista evolutivo, se considera
a los insectos como la fuente de proteina més antigua para los humanos. Arango
(2005) afirma que, segun analisis realizados, la calidad de la proteina, grasas,
minerales y vitaminas que contienen los insectos son de un alto valor nutricional,
es decir, considerandose a los insectos como una de las mayores biomasas sobre
el planeta, constituirian una fuente ilimitada de proteina animal. Pijoan (2001)
sefiala, que, si para las generaciones primitivas fueron importantes, pueden
volverse aln mas importantes en el futuro, en base a la idea de usar insectos como

una importante fuente nutricional para alimentar a una poblacion en crecimiento.

Dado que esta practica se lo realiza en diversos paises del mundo, se han registrado
mayores cifras de consumo en los continentes de América Latina, Asia y Africa.
Ramos-Elorduy & Viejo (2007) manifiesta que, los insectos, en su mayoria son
consumidos en su estado inmaduro, es decir, cuando se encuentran aun en huevos,
larvas, pupas y ninfas, de igual manera algunos son consumidos en todos los

estados y otros mayormente apetecido en su estado adulto.

Algunos paises se han visto en la necesidad de consumir determinada especie
como medida de prevencidon y control, puesto que han llegado a manifestarse como
una plaga por su numerosa proliferacion en los territorios en los que han llegado a
habitar, significando grandes pérdidas para los agricultores de la zona. Es el caso

del género Atta pertenecientes al orden de los Himendpteros, caracterizadas por



ser cortadoras de hojas, se ha considerado como control bioldgico el consumo de
las hormigas reinas y machos alados durante épocas de reproduccion (vuelo

nupcial).

1.6.5. Harina
La harina es una especie de polvo o producto finamente triturado obtenido de la
molturacion de granos. Sin embargo, también hay otros tipos de harinas obtenidos

de otros alimentos.

La harina de insectos es una materia prima emergente en la alimentacion. De
acuerdo a su composicion, este puede clasificarse como una materia prima proteica
y fuente de aminoacidos esenciales, ademas de tener un considerable contenido de

grasa (Cerisuelo, 2021).

1.6.6. Proteina de insectos

De acuerdo con estudios realizados, se conoce que los insectos poseen elevados
compuestos nutricionales, en especial la proteina que representa su componente
principal. Segln la FAO (2018) declara que pueden presentar entre el 20 a 70%
de proteina, de un 20 a 60% de aminoacidos, y de 10 a 50% de grasa. Es por esto,
que se han analizado una gran cantidad de érdenes de insectos, certificandolos

como una fuente rica en proteina y una prometedora alternativa alimenticia.

De acuerdo con lo que afirma Sanchez et al (2014), los escarabajos y larvas,
pertenecientes al orden Coledptera, contienen proteina en un rango que se
encuentra entre 20 — 71%, las moscas y mosquitos del orden Diptera entre 36 —
70%, las libélulas que conforman el orden Ephemeroptera poseen de 37 — 68%,
las hormigas, abejas y avispas del orden Hymenoptera entre 10 — 62%, las orugas
y polillas del orden Lepidoptera entre 13 — 64%, y por ultimo, los grillos y
saltamontes del orden Orthoptera entre 27 — 76% de proteina.



En estudios desarrollados por Bergeron et al (1988) y Ramos-Elorduy (1984) se
destaca la importancia de la carne de insectos por su elevado valor nutricional,
similar a las encontradas en los animales vertebrados que son de amplio consumo
como la carne de vaca, cerdo, pescado y aves de corral. Por otra parte Gullan &
Cranston (2005) menciona que cultivar insectos para aprovechamiento de su
proteina es ambientalmente menos dafiino que lo que la ganaderia genera por el

mismo fin.

1.6.7. Concentrados proteicos
Los concentrados proteicos son usados como suplemento alimenticio humano o
animal, puesto que presentan un alto contenido de proteina, obtenida a través de la

extracciéon de materia animal o vegetal.

Fischer (2020) considera que el concentrado proteico también es asociado al tipo
de proteina en polvo menos procesada, mas saludable, pero con menor cantidad
por cucharada. Bajo este esquema, Vioque et al (2001) ratifica que el concentrado
proteico presenta contenidos elevados de compuestos no deseados tales como

azucares reductores, fibra y lipidos.

1.6.8. Extraccion de proteina purificada (pHs)

El proceso de extraccion de proteina se basa en exponer al extracto a diferentes
tratamientos que favoreceran la separacién de las proteinas en varias fracciones en
funcién de sus propiedades, como puede ser, el tamafio o carga. Para ello, en las
primeras fases del proceso, se utilizan diferencias en la solubilidad que dependera
de diferentes factores como la fuerza idnica, el pH, la temperatura entre otros
(Universidad Nacional de Quilmes, 2008).

A fin de eliminar disolventes y moléculas no deseadas, la solucion proteica es
sometida a diferentes pHs de solubilizacion y de precipitacion que promoveran la

separacion, fraccionamiento o aumento de las concentraciones de proteina. Los
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disolventes pueden ser eliminados a través de barreras semipermeables, en la que
por medio de un tubo de centrifuga, las soluciones de proteina se fuerzan contra
sus barreras. Como dltimo, una vez extraida la proteina, esta puede ser

deshidratada mediante liofilizacion (Goldring, 2015).

1.6.8.1.  Punto Isoeléctrico (PI)

El punto isoeléctrico de una proteina es un estado en el cual su pH posee una
carga electroestatica de cero. En este estado, la disolucion en agua de las
proteinas se vuelve casi nula ya que la atraccion electroestatica del agua-
proteina es menor que su atraccion hidrofdbica, obteniendo una precipitacion

isoeléctrica como resultado.

En el PI las cargas positivadas y negativas seran las mismas, impidiendo la
movilidad hacia los electrodos positivos 0 negativos cuando se coloca entre
ambos electrodos. Es por ello, que la solubilidad se vuelve muy baja en este
punto, dando como resultado turbidez. En la solucién, la proteina contenida se

puede precipitar y obtener proteina de alta pureza (Estiasih et al., 2016).

Tan solo con laaccion de una corriente, la proteina se trasladara hacia el catodo
0 el &nodo hasta que llegue a la parte del sistema que corresponde a su punto
isoeléctrico, es decir donde no posea carga, entonces dejara de migrar (Baynes
& Dominiczak, 2018).

1.6.9. Rendimiento porcentual

El rendimiento porcentual es la relacion que indica que cantidad de producto,
sometido a un determinado proceso, se obtiene al llevar a cabo dicho proceso por
cada 100 partes que se espera lograr tener del producto en base a los tratamientos

aplicados.
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1.6.10. Determinacion de proteina

Para la determinacion de proteina, Dumas es el método mas utilizado en la
industria alimentaria, cuyo principio de funcionamiento radica en la combustion
de las muestras. Trabaja en un rango de temperatura de entre 700 a 1000°C con un
flujo de oxigeno puro en donde todo el carbono se transformard en CO2 en el
proceso de la combustion. Por otra parte, los componentes que posean nitrégeno
liberaran N2y NO, los mismos que terminaran reduciéndose a nitrogeno en una
columna de reduccion a una temperatura de 600°C. Con un detector de
conductividad térmica, se cuantificara el nitrgeno liberado y en funcion de este,

se determinard la proteina, usando un factor de conversion (SICA, 2021).

1.6.11. Caracterizacion

Para la caracterizacion de proteinas puede verse inmerso una variedad de técnicas
analiticas y metodos experimentales, los cuales permitiran el aislamiento y la
deteccion de la proteina y su purificacion, al igual que la caracterizacion de su

estructura y funcion.

La electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) es uno de los métodos méas
ocupados en la caracterizacion de proteinas. Cheng (2021) sefiala que esta técnica
analitica se basa en el movimiento dentro de un campo eléctrico facilitando la
separacion de las proteinas en funcién del tamafio molecular y la densidad de carga
de las moléculas. Las proteinas, al exponerse al campo magnético, se desplegaran
y se recubriran con carga negativa, lo que dara paso a su separacion permitiendo

que individualmente graviten hacia el gel cargado positivamente.

La mencionada técnica analitica se la puede realizar en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) ademéas de poderse desarrollar en condiciones
reductoras o no reductoras, es decir con o sin la adicion de agentes reductores,
como por ejemplo el B-mercaptoetanol (3-ME) o el ditiotreitol (DTT) cuya funcion
es la de aumentar la solubilidad y la estabilidad de las proteinas (A. Martinez et
al., 2017).
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CAPITULO II

METODOLOGIA

2.1. MATERIALES

2.1.1.

2.1.2.

MATERIA PRIMA

e Hormigas Santandereanas
REACTIVOS

e NaOH2N

e NaOHO.1N

e HCL2N

e BufferpH?7

e Buffer pH 10

e BufferpH 4

e Helio

e EDTA

e Cobre

e Nitrogeno

e Oxigeno

e Agua destilada

e TrissHCLO0.5M

e TrissHCL15M

e Glicerol puro

e Glicina

e SDS 10%

e 2-mercaptoetanol

e Azul de Coomassie
e Azul de bromofenol
e Acido acético

e Metanol
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2.1.3.

Acrilamida
Persulfato de amonio 10%

Tetrametiletilendiamina

MATERIAL FUNGIBLE

Fundas ziploc

Espatula

Micro espatula

Papel filtro

Papel film

Tubos falcon

Barra de agitacién magnético
Vaso de precipitacion 500 ml
Vaso de precipitacion 250 ml
Vaso de precipitacion 100 ml
Frascos de vidrio con tapa 250 ml
Frasco de liofilizacion

Porta tubos de ensayo
Gradilla

Papel aluminio

Pinza

Balon de aforo 100 ml
Puntas micropipeta

Embudo

Cernidor metalico

Mortero

Varilla de agitacion

Pocillo

Piseta
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2.1.4. EQUIPOS
e Molino eléctrico
e Plancha eléctrica de calentamiento
e Balanza analitica
e Plancha magnética
e Equipo liofilizador
e Congelador
e Equipo de electroforesis
e Centrifuga
e pH-metro
e Ultra congelador
e Agitador
e VELP SCIENTIFICA Dumas

e Micropipeta

2.2. METODOS

2.2.1. Obtencién de la materia prima (harina de hormiga)

A las hormigas utilizadas para la presente investigacion, se les realizé un lavado
con la finalidad de despojarlas de materiales ajenos al insecto, para después
guardarlas en fundas ziploc y almacenarlas en el ultracongelador a -80°C. Las
hormigas ultracongeladas, se liofilizaron en un liofilizador marca BenchTop Pro,
el cual trabajé en condiciones de presion a 25 Pa y una temperatura de -50°C

durante 72 horas.

Las muestras liofilizadas fueron trituradas en un molino eléctrico hasta obtener la
harina, la cual fue almacenada en fundas herméticas y congeladas a fin de

conservar sus propiedades para los analisis posteriores.
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2.2.2. Obtencion de los concentrados proteicos a partir de la harina de
hormigas Santandereanas (Atta laevigata)

Para la obtencion de los concentrados proteicos se siguié el método propuesto por

Martinez & Afdn (1996), del cual fue necesario hacer modificaciones dado que

el autor trabaja con harinas de origen vegetal.

Se pesaron aproximadamente 25 g de harina de hormiga y se suspendi6 en 250 mli
de agua destilada, es decir, con una relacion de trabajo harina, solvente 1:10 (P/V).
Esta mezcla se agit6 por 40 minutos a 400 RPM a temperatura ambiente. Durante
este proceso, con la adicion de NaOH, se ajustd a los pHs respectivos de
solubilizacién, 10.0 y 12.0. Una vez solubilizadas las proteinas se centrifugo a
4500 RPM por 35 minutos a temperatura ambiente usando una centrifuga marca

Eppendorf.

A continuacion, de la muestra centrifugada, se utilizé el sobrenadante para
precipitar la parte proteica con una solucion de HCI 2N hasta alcanzar pHs de 2.0,
3.0, 4,0 y 5.0, para posteriormente repetir los procesos de agitacion y ser llevado
a congelacion hasta llegar a una temperatura de 4°C. Alcanzada esta temperatura
se repitié el proceso de centrifugacién con el que se obtuvo el precipitado, el
mismo que se llevd a ultracongelacion (-80°C) durante 72 horas, para
posteriormente ser liofilizado. Finalmente se triturd las muestras liofilizadas con
un mortero y se almacenaron herméticamente a 4°C. Cada ensayo se realizé por
duplicado para cada combinacion de pH de solubilizacion y precipitacién. El
rendimiento de la proteina, producto de la extraccion, se calculé de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

o peso final del concentrado (g)
% Rendimiento = — - * 100%
peso inicial de la harina (g)

2.2.3. Disefo experimental
La investigacion experimental se lo llevd a cabo mediante el paquete de
Statgraphics Centurion X VI, aplicando un disefio experimental A*B. Para el factor

A se considerd el pH de solubilizacién con 2 niveles de estudio: pH 10.0 y pH
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12.0; y para el factor B el pH de precipitacion con 4 niveles: pH 2.0, pH 3.0, pH
4.0 y pH 5.0. Por lo tanto, se analizaron 8 tratamientos trabajando estos por

duplicado.

Tabla 1. Disefio factorial A*B completamente al azar
Factor A: pH de solubilizacion Factor B: pH de precipitacion

ao: 10.0 bo: 2.0
ai: 12.0 b1: 3.0
b2: 4.0
bs3: 5.0

2.2.4. Determinacion de Proteina por el método Dumas

La cuantificacién de proteina en los concentrados proteicos se realiz6 por el
método Dumas, el mismo que esta validado por la AOAC 990.03 (Millones,
2020). Se realiz6 con la metodologia descrita por VELP SCIENTIFICA (2014)
y el equipo de la misma marca. Los concentrados proteicos se homogeneizaron
con una espatula y se pesaron aproximadamente 50 mg para después ser colocadas
directamente en tin foils (c&psulas elaboradas de papel de aluminio);

posteriormente fueron cargadas en el muestreador automatico.

Las muestras son direccionadas hacia un primer reactor de combustién, cuya
reaccion se lleva a cabo con el uso de los gases: oxigeno, aire y helio (gas carrier)
a elevadas temperaturas (1030°C), produciendo que la muestra en estado solido se
transforme en gas. Durante esta primera reaccion, como producto se obtiene
dioxido de nitrogeno (NO>), dioxido de carbono (CO2), oxigeno y agua que resulta
ser un producto no deseado e interferente en la determinacion. Por ello, seguido

del primer reactor se encuentra una trampa de agua y un colector de cenizas.

La corriente de gases generada en el equipo, con ayuda del gas carrier (helio), se
transporta hacia el segundo reactor de reduccion cuyo relleno se encuentra lleno
de cobre el cual durante el proceso llegara a altas temperaturas (650°C). Este

reactor cumplird la funcion de convertir el NO2 en nitrégeno elemental (N) que es
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el elemento de interés de cuantificacion para poder determinar el porcentaje de
proteina. De igual manera seguido del segundo reactor se posiciona una Ultima
trampa de agua que almacenara los remanentes de agua. Ademas, también consta

de una trampa de CO en donde se captara el CO2 producido durante las reacciones.

Finalmente, el equipo se compone de un detector, que permitira detectar la sefial
del N que se produjo en el segundo reactor (reduccion). Su operacion estara en
funcién de la llegada del flujo del gas carrier que estara fluyendo continuamente
en el sistema y que al llegar al detector provocara una sefial que se ira
incrementando de acuerdo con la llega del N a este. Por la diferencia de sefial del
flujo inicial del helio, sin nitrogeno y el flujo final de helio, con nitrégeno, permite
cuantificar el N que posee la muestra.

Para obtener el resultado en términos de proteina, es necesario un factor de
conversion que dependera de la matriz a analizar. En este caso el factor de
conversion gque se ocupo es de 5.7 correspondiente a insectos en estado maduro
(Janssen et al., 2017).

Es necesario verificar los pardmetros de configuracion del equipo de la siguiente

manera:

- Temperatura del reactor de combustion: 1030 °C

- Temperatura del reactor de reduccion: 650 °C

- Caudal MFC1 He: 190 ml/min

- Caudal MFC2 He: 220 ml/min

- Acondicionar el sistema probando 2 EDTA estandar y 3 a 5 laminas de
estafio vacias.

- Verificar la curva de calibracién con una o mas pruebas como estandar

probando el mismo estandar utilizado para la creacion de la curva.

(VELP SCIENTIFICA, 2022)
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2.2.5. Caracterizacion de los concentrados proteicos en condiciones
reductoras y no reductoras
La caracterizacion de los concentrados proteicos se realizd mediante la técnica
analitica de electroforesis. La proteina de dichos concentrados se analiz6 mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sodico (SDS-
PAGE), con y sin adicion de B-mercaptoetanol (B-ME) es decir, en condiciones
reductoras y no reductoras respectivamente, usando el equipo Bio-Rad, modelo
Mini PROTEAN. Se aplicé la metodologia descrita por Laemmli (1970) con

ciertas modificaciones.
e Preparacion de muestras

Para la preparacion de la muestra se pes6 10 mg de concentrado proteico por cada
tratamiento. Es necesario recalcar que se escogieron los 4 tratamientos con mas
alto porcentaje de proteina (12-5, 12-4, 10-4, 10-5). A cada tratamiento se le

agreg6 1 ml de agua destilada y se procedié a homogeneizar.

Para esta preparacion también fue necesario un buffer de muestra el cual estaba
compuesto por 3.55 ml de agua destilada, 1.25 ml de Tris de pH 6.8, 2.5 ml de
glicerol, 2 ml de SDS al 10% y 0.2 ml de azul de bromofenol. Para las muestras
en presencia de un agente reductor se agregd 50 ul de B-ME. Seguido de esto, se
mezclaron en un Vortex 200 ul de solucion proteica y 200 ul de buffer de muestra
en tubos eppendorf de 1.5 ml. Como Gltimo, en un orbital se elevd la temperatura

de cada muestra a 90°C por 5 minutos.

e Preparacion de geles:

- Gel inferior separador al 12%

Compuesto por 1.530 ml de agua destilada, 1.125 ml de Tris de pH 8.8, 1.800 ml
de acrilamida al 30%, 0.045 ml de SDS al 10%. Se mezclo todo evitando la
formacidn de burbujas para después afiadir 22.5 pl de Persulfato de amonio al 10%
(PSA) y 2.3 ul de Tetrametiletilendiamina (TEMED). Posteriormente se afiadio

agua destilada hasta alcanzar un volumen de 4.5 ml y se colocoé en los cristales en
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donde dara inicio el proceso de polimerizacion el cual durara alrededor de 20

minutos
- Gel superior concentrador al 4%

Compuesto por 1.220 ml de agua destilada, 0.5 ml de Tris de pH 6.8, 0.26 ml de
acrilamida al 30%, 0.020 ml de SDS al 10%. Se mezclo todo evitando la formacion
de burbujas para después afiadir 10 ul de persulfato de amonio al 10% (PSA) y 2
ul de TEMED. Posteriormente se afiadio agua destilada hasta alcanzar un volumen
de 2 ml y se coloco en los cristales una vez que el gel inferior se gelificara.
Finalmente se coloc6 un peine para la formacién de los pocillos hasta la

gelificacion del gel superior.

e Preparacion de soluciones:

- Solucién buffer running
Compuesta por 3 g de Tris-HCL, 15 g de glicina, 1 g de SDS.
- Solucion para tefiido

Compuesta por 0.5 g de azul Coomassie, 90 ml de acido acético, 450 ml de agua
destilada y 450 ml de metanol.

- Solucion para destefiido

Compuesta por 90 ml de acido acético, 450 ml de agua destilada y 450 ml de

metanol.
e Corrida electroforética

Una vez preparada las muestras y los geles gelificados, se procedio a retirar el
peine y los cristales de los soportes de geles en la camara de electroforesis para
posteriormente llenarla de buffer running hasta la primera sefial. Seguido de esto
se cargaron los pocillos del gel con 10 pul de cada muestra y 10 ul de estandar de
proteinas de pesos moleculares Dual Color de Bio Rad. Después se afiadio
nuevamente el buffer running, pero esta vez, entre las placas de vidrio y fuera de

éstos hasta alcanzar la segunda sefial de la camara. La corrida del gel se realiz6
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por 30 minutos a voltaje constante de 200 V. La electroforesis concluy6 cuando la

linea azul de bromofenol llego a la parte inferior del gel.

Finalmente se saco y se separ0 los vidrios del gel y se procedio a depositar en una
cubeta con la solucién de tincion correspondiente por 2 horas. Como altimo se

destifid durante 15 minutos y se tomaron fotos de los resultados obtenidos.
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CAPITULO IlII

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. ANALISIS Y DISCUSION DE DATOS

3.1.1. Obtencion de concentrados proteicos de la harina de Hormiga
Santandereana (Atta laevigata) y rendimiento.

Los concentrados proteicos de la harina de Hormiga Santandereana (Atta laevigata) se

obtuvieron a partir de la solubilizacion y precipitacion isoeléctrica de las proteinas

utilizando agua destilada como solvente. En el primer caso, para la solubilizacién de las

proteinas que componen esta harina, se lo realiz6 a pHs de 10.0 y 12.0, los mismos que

trabajaron en combinacién con pHs de 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 para lograr que estas precipiten.

Thenawidjaja et al (2017) afirma que, las bases fuertes como el hidréxido de sodio causa
la disolucion de proteinas, debido a que la presencia de ciertos solutos provoca que la
solubilidad de las principales sustancias que se encuentran en el solvente sea mayor,
separando de esta manera la proteina de materiales no proteicos. Por otro lado, a los acidos
fuertes, como el acido clorhidrico, se les facilita la disociacion completa en agua en el
momento de precipitar proteinas, de tal modo que el equilibrio de cargas positivas y

negativas se alcanza rapidamente.

Por otra parte Deleu et al (2019) en su investigacion destaca los efectos negativos sobre
los concentrados proteicos del uso de pHs alcalinos extremos. Se menciona la
racemizacion de L-aminoécidos a la forma D-, la formacion de lisinoalanina conocido por
ser un aminoacido toxico, y la oxidacién de compuestos polifendlicos a quinonas que

como resultado trae el oscurecimiento en los concentrados proteicos.

Se determind por duplicado el porcentaje de rendimiento para cada tratamiento, cuyos
resultados se encuentran en la tabla 2. Dicho rendimiento fue calculado a partir del peso
inicial de la harinay el peso final del concentrado luego del proceso de liofilizacion. Los
resultados indican la media del porcentaje de rendimiento por tratamiento y estan
expresados con su respectiva desviacion estandar, analizados por ANOVA multifactorial
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y la prueba Tukey al 95% de confianza. Las letras minusculas diferentes indican

diferencias significativas (p < 0.05).

Tabla 2. Porcentaje de rendimiento de los concentrados proteicos de Hormigas
Santandereanas a diferentes valores de pHs de solubilizacion y precipitacion.

Valores de pH % Rendimiento por cada
pH de solubilizacion pH de precipitacion 25 g de muestra
2.0 1.97¢+0.11
3.0 4.14% + 0.05
10.0 4.0 20.50° + 0.74
5.0 16.32° + 0.58
2.0 1.59° + 0.02
3.0 15.28° + 0.62
120 4.0 30.52% + 0.23
5.0 31.10* +0.21
35,0000
a a
30,0000 = =
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Figura 3. Cuantificacion del rendimiento de los concentrados proteicos de Hormigas
Santandereanas expresado en % de Rendimiento para cada tratamiento a diferentes pH de
solubilizacion (10.0, 12.0) y de precipitacion (2.0, 3.0, 4.0, 5.0) Las letras minusculas
diferentes para cada barra indican diferencias significativas entre las muestras (valor-p <
0.05, prueba de Tukey).

Como se observa, se trabajo con dos valores de pH de solubilizacion: 10.0 y 12.0; de los

cuales, los rendimientos mas altos se alcanzaron a pH 12.0, lograndose identificar de esta
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manera que a pHs mas basicos, las proteinas de hormiga tienen una mayor solubilidad en
agua. De acuerdo con Shen et al (2008) estos sucede ya que las proteinas al poseer
generalmente carga neta negativa, son afectadas por el aumento de los niveles de pH.
Durante este incremento los iones OH™ se incorporan en el sistema provocando que dicha
carga sea alin mas negativa, causando que se repelen y se solubilicen las moléculas de las
proteinas, al mismo tiempo que las moléculas de agua son incorporadas por puentes de

hidrogeno ocasionando una mayor solubilidad.

Corroborando lo anteriormente mencionado, Jarpa-Parra et al (2014) sefiala que el
incremento de la carga superficial de las moléculas de las proteinas origina en el sistema
disolvente una mayor solubilidad, no obstante es necesario recalcar que la solubilidad de
las proteinas seguira aumentando en funcion del aumento de la concentracion de sal, y al
mantenerse en esta condicién, conducira a una disminucion en la solubilidad de la

proteina, llevandola a que esta precipite (Thenawidjaja et al., 2017).

Por otro lado, en el proceso de extraccion proteica, el tiempo se vuelve un factor
importante a controlar. Un mayor tiempo de contacto entre el soluto y el solvente significa
en la mayoria de los casos un mayor porcentaje de proteina, influyendo en el rendimiento

final de cada tratamiento (Purwitasari et al., 2014).

En cuanto a los pHs de precipitacion, los mejores rendimientos se hallaron a pHs de 4.0y
5.0 en los dos niveles de solubilizacién con los que se trabajé (pH: 10.0 y 12.0), siendo la
combinacién 12.0 — 5.0 la que obtuvo el mas alto rendimiento con un valor de 31.10%,
mientras que la de menor rendimiento fue la combinacion 12.0 — 2.0 correspondiente a un
valor de 1.59%.

La carga eléctrica de una proteina al igual que su punto isoeléctrico, dependera de su
composicion de aminoacidos y el pH del ambiente en el que se encuentre (Baynes &
Dominiczak, 2018). En la investigacion de Ferreyra et al (2007) se haya que, para el
cacahuate, el punto isoeléctrico de sus proteinas se encuentra a pH 4.0 ya que los
amino&cido que lo componen son acidos. En este caso, no se ha encontrado estudios en

los que se indague el punto isoeléctrico de proteinas de Hormigas Santandereanas, por lo
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tanto, no existe material que facilite la comparacién bibliografica de los resultados

obtenidos.

De acuerdo con lo que se ha mencionado, la escasa informacion de investigacion de la
materia prima en cuestion (Hormigas Santandereanas) ha llevado a comparar los
resultados con otras especies de insectos. Quinteros (2021) en su investigacién con el
grillo comun (Gryllus assimilis), ha encontrado que los valores mas altos de rendimiento
también se encuentran dentro de las combinaciones 12.0 — 4y 12.0 — 5, aunque a pH de
precipitacion 4.0 se consiguié el mejor rendimiento correspondiente a 72.75% bajo las
mismas condiciones con las que se trabajo para la harina de hormiga. Por otro lado, usando
una harina de origen vegetal como es el alpiste, Rodriguez (2016) bajo metodologia y
condiciones semejantes, difiriendo en los niveles de pH de solubilizacion en los que usa
pHs de 8.0 y 10.0, encontro de igual manera que los mayores rendimientos se obtuvieron
solubilizando las proteinas en pHs mas alcalinos obteniendo un valor de 11.63% para la

combinacién 10.0 — 6.0.

Segun el analisis ANOVA que se muestra en la tabla 9 se rechaza la hipotesis nula por lo
que existe diferencia significativa tanto para el factor A (pHs de solubilizacion) como para
el factor B (pHs de precipitacion) y su interaccion, debido a que el valor-p es menor que
0.05 que corresponde al nivel de significancia. Ya que los 3 valores-p son menores que
0.05 estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo (al 95% de nivel de

confianza) sobre el porcentaje de rendimiento del concentrado proteico.

Como se muestra en la tabla 12 de la prueba de multiples rangos Tukey para el porcentaje
de rendimiento por tratamientos, se observa que para las muestras 12-5y 12-4 se obtuvo
los mas altos valores de rendimiento, a la vez que no existe diferencia significativa entre
los mismos. En contraposicion, los valores de mas bajo rendimiento obtenidos fueron las
muestras 12-2 y 10-2 que, de la misma manera, segun los analisis estadisticos no existe
diferencia significativa. Como se observa en las tablas 10 y 11 de las pruebas de rangos
maultiples para el porcentaje de rendimiento del factor A y B, se halla que, el nivel con
valor 12.0 es el mas significativo en el caso del factor A. En cuanto al factor B el nivel

con valor 5.0 es el mas significativo de entre los otros 3 niveles.
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3.1.2. Cuantificacién de proteina de los concentrados proteicos de Hormigas
Santandereanas

Se determinGd por medio del método Dumas, validado por la AOAC 990.03, cuyo

funcionamiento radica en una reaccion de combustion, en la que el equipo mediré la

concentracion de nitrégeno mediante los gases de combustion.

En la tabla 3 se encuentran los resultados de la cuantificacion para cada tratamiento, los
cuales se trabajaron por duplicado. Mientras que la tabla 4 se hayan los resultados
estadisticos calculados a partir del porcentaje de proteina obtenido en ambas réplicas. Los
resultados indican la media del porcentaje de rendimiento por tratamiento y estan
expresados con su respectiva desviacion estandar y analizados por ANOVA multifactorial
y la prueba Tukey. Las letras minasculas diferentes indican diferencias significativas (p <
0.05).

Tabla 3. Datos obtenidos del equipo en el analisis de la cuantificacion de proteina del
concentrado proteico de la harina de Hormiga Santandereana, evaluados por el método

Dumas.
. W Proteina | N Area
Muestra | Réplica | muestra " v N (mg) | N (%) | % Proteina
(mg) actor | (mV x5s)

Harina 1 50.34 5.7 16409.6 | 4.0768 | 8.099 46.162
2 50.27 5.7 16365.7 | 4.0659 | 8.088 46.102

10-2 1 50.88 5.7 18709.7 | 4.6483 | 9.136 52.074
2 50.46 5.7 18719.6 | 4.6507 | 9.217 52.535

10-3 1 50.86 5.7 18561.0 | 4.6113 | 9.067 51.680
2 50.70 5.7 18192.0 | 4.5197 | 8.915 50.813

10-4 1 50.64 5.7 24107.4 | 5.9893 | 11.827 67.415
2 50.80 5.7 24108.8 | 5.9896 | 11.791 67.206

10-5 1 50.60 5.7 227785 | 5.6591 | 11.184 63.749
2 50.67 5.7 22558.2 | 5.6044 | 11.061 63.045

122 1 50.49 5.7 17381.2 | 4.3182 | 8.553 48.750
2 50.94 5.7 17593.0 | 4.3708 | 8.580 48.908

123 1 50.71 5.7 21059.3 | 5.2320 | 10.318 58.810
2 50.53 5.7 20946.2 | 5.2039 | 10.299 58.702

12-4 1 50.77 5.7 25158.8 | 6.2505 | 12.311 70.175
2 50.75 5.7 24907.4 | 6.1880 | 12.193 69.501

125 1 50.92 5.7 25012.9 | 6.2142 | 12.204 69.562
2 50.49 5.7 26033.0 | 6.4677 | 12.810 73.016
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En referencia al Factor de Conversion, Janssen et al (2017) proponen dos factores de
conversion de nitrégeno (Kp) en base a concentrados proteicos de insectos. Este factor
dependeréa del estado de desarrollo del insecto, correspondiendo a un valor de 4.76 para
insectos en estado larvario y 5.60 para insectos maduros. Estos valores son provenientes
de un andlisis de aislado proteico en el que la FAO sefiala a esta como una Unica
metodologia para estimar la proteina real de un alimento (Jones, 1931).

Tabla 4. Porcentaje de Proteina de los concentrados proteicos de Hormigas

Santandereanas a diferentes valores de pHs de solubilizacion y precipitacién, evaluados
por el método Dumas.

Valores de pH % Proteina por cada 25 g
pH de solubilizacién pH de precipitacion de muestra
2.0 52.31° +0.33
3.0 51.25°+0.61
10.0 4.0 67.31° +0.15
5.0 63.40° + 0.50
2.0 48.91° +0.11
3.0 58.76 + 0.08
120 4.0 69.84%° + 0.48
5.0 71.29°+2.44
80,000
b ab a
70,000 . c -
- d
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e e
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Figura 4. Cuantificacion de proteina del concentrado proteico de Hormigas
Santandereanas expresado en % de Proteina para cada tratamiento a diferentes pH de
solubilizacion (10.0, 12.0) y de precipitacion (2.0, 3.0, 4.0, 5.0) Las letras minusculas
diferentes para cada barra indican diferencias significativas entre las muestras (valor-p <
0.05, prueba de Tukey).

De acuerdo con los datos reportados en la tabla 4, el tratamiento con una mayor cantidad
de proteina fue el que se llevo a cabo a pH de solubilidad 12.0 y de precipitacion 5.0 con
un porcentaje promedio de proteina de 71.29%, de igual manera los tratamientos 12-4 y
10-4 presentan un valor aproximado a este. En el analisis estadistico, no se observan
diferencias significativas entre estos tratamientos, sugiriendo de esta manera que los
precipitados de los tratamientos 12-5, 12-4 y 10-4 tienen elevadas cantidades de proteina.
Chang & Zhang (2017) sefiala que el porcentaje total de proteina de las muestras esta en
funcién de la cantidad de nitrégeno contenido en la misma, sin la necesidad de ser

exclusivamente de una fuente proteica.

Los tratamientos con los que se obtuvo un porcentaje de proteina relativamente menor
fueron los tratamientos 12-2 y 10-3 con un valor de 48.82% y 51.24% respectivamente.
Por otra parte, es necesario mencionar que el valor obtenido del porcentaje de rendimiento
del extracto proteico no denota necesariamente el porcentaje de proteina de determinado
tratamiento. En este caso fue directamente proporcional, ya que el tratamiento 12-5 fue el
de mayor rendimiento y contenido proteico al igual que el tratamiento 12-2 el de menor
rendimiento y contenido proteico.

El porcentaje de proteina extraida dependera de diferentes factores como la metodologia
ocupada para la extraccion y el grado de eficiencia de este, la naturaleza del insecto, la
especie, el estado de madurez, el ecosistema en el que se desarrolla, el clima de la zona o

el tratamiento que se le dio previo al analisis.

En el estudio realizado por Granados et al (2013), se analiza el aspecto bromatol6gico
de Hormigas Santandereanas sometidas a diferentes tratamiento previo a su analisis. Se
determina que en una muestra sin procesar el contenido total de proteina es de 24.9%,

mientras que al tostarlo en un recipiente de barro y en un horno, el valor se incrementa a
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un 29.3% y 32.8% respectivamente; por otro lado, al ser desengrasado, el nivel de proteina
incremento a un 52.9%. En los resultados registrados del mismo estudio, en la harina de
hormiga sin procesar se obtuvo una cantidad de 35.5%, valor que esta por debajo del
registrado en nuestro analisis que es de 46.13% (tabla 13).

Granja (2021) en su investigacion analizé la influencia del grado de madurez en la larva
de libélula, hallando que en su estado juvenil se extrajo la mayor cantidad de proteina
correspondiente a 50.82%. Por otro lado, Quinteros (2021) en sus estudios compara la
eficiencia de diferentes métodos para cuantificar proteina de los aislados proteicos del
grillo comun, encontrando que por el método Dumas se obtuvo un porcentaje de 79.42%.
Al contrastar con el estudio de Vera (2020) que realiza la cuantificacion de proteinas de
la misma matriz (grillo) utilizando el método Kjeldahl, se encontré un menor porcentaje

de proteina correspondiente a 49.55%.

En la tabla 14 del analisis ANOVA, se observa que existe diferencia significativa tanto
para los factores lineales (Factor A: pHs de solubilizacién, factor B: pHs de precipitacion)
como para su interaccion, dado que tiene un nivel de significancia del 5% (valores-p <
0.05), se rechaza la hipédtesis nula, lo que sugiere que, al usar un determinado pH de
solubilidad y de precipitacién se obtendra un cambio en la variable de respuesta y de
acuerdo con su interaccion, al existir una relacion entre ambos factores, el aumento del
nivel de uno, intervendra en el nivel del otro de igual manera. Ya que los 3 valores-p son
menores que 0.05 estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo (al 95%
de nivel de confianza) sobre el porcentaje de proteina.

La prueba de rangos multiples arroja como resultado que para el factor A (tabla 15), al
nivel: pH de solubilidad 12.0 llega a ser el valor més significativo existiendo una mayor
extraccion de contenido proteico. Por otro lado, de acuerdo con los valores del factor B
(tabla 16), en cuanto a los grupos homogéneos, los niveles: pH de precipitacion 4.0y 5.0
se encuentran dentro de un mismo grupo al registrar valores similares, pero dandose una
mayor extraccion de contenido proteico al nivel: pH de precipitacion 4.0, con el valor mas

significativo en funcion de su media.
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Figura 5. Grafico de interacciones de los factores A: pHs de solubilizacién (10.0, 12.0) y
B: pHs de precipitacion (2.0, 3.0, 4.0, 5.0) en funcién de sus medias del % de proteina
extraida.

En el grafico de interacciones (figura 5) los resultados se vuelven mucho mas evidentes.
Se encontrd que las interacciones 12-2, 10-3, 10-2 y 12-3 son las combinaciones con las
que se obtuvo las medias més bajas (de menor a mayor), en base al porcentaje de proteina
extraida. De igual manera, se analiza las combinaciones con valores de medias mas altos,
los mismos que corresponden a las combinaciones 10-5, 10-4, 12-4 y 12-5 (de menor a
mayor), con cantidades relativamente mayores a las anteriores. De esta manera se halla
que para extraer la mayor cantidad de proteina de la harina de Hormigas Santandereanas
se debe someter a un tratamiento con pH de solubilizacién 12.0 y un pH de precipitacion

de 5.0, cuyo analisis corrobora la informacion de los datos reportados anteriormente.

3.1.3. Caracterizacion de los concentrados proteicos de Hormigas
Santandereanas por la técnica de Electroforesis SDS-PAGE

La caracterizacién de los concentrados proteicos de Hormigas Santandereanas se llevé a

cabo mediante la técnica analitica electroforesis en gel de poliacrilamida con

dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE), a fin de separar las proteinas en base a su movilidad

electroestatica, la cual estara en funcion de diferentes factores como su peso molecular

(Tabla 5). Ademas, los analisis de la electroforesis se realizaron bajo condiciones
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reductoras y no reductoras, es decir en presencia o0 ausencia de un agente reductor que en
este caso fue el B-mercaptoetanol. Para ambos casos se trabajé con los tratamientos de
mas alto porcentaje de contenido proteico (12-5, 12-4, 10-4, 10-5) y para la muestra de
harina se analiz6 Unicamente en condiciones reductoras. Para realizar el anlisis de las
muestras por la técnica descrita, se utiliz un estandar de proteinas de precision con pesos

moleculares que se encuentran entre 2 y 250 kDa.

Tabla 5. Datos obtenidos del equipo en la caracterizacion del concentrado proteico de la
harina de Hormiga Santandereana, evaluados por el método SDS-PAGE.

Condiciones Reductoras Condiciones no reductoras
Ban | Bstand | 154 | 105 | 124 | 125 | 13 | 104 | 105 | 124 | 125
da ar na
[kDa]
1 250 191. | 191. | 191. | 191. | 1915 | 191. | 191. | 191. | 191.
51 51 51 51 1 51 51 51 51
9 150 139. | 139. | 139. | 139. | 139.0 | 139. | 139. | 139. | 139.
02 02 02 02 2 02 02 02 02
129. | 129. | 129. | 129. | 129.6
3 100 66 66 66 66 5 88.4 | 884 | 88.4 | 88.4
934 | 934 | 934 | 934 709 | 709 | 709 | 709
4 £ 7 7 7 7 93.47 3 3 3 3
5 50 | 88.4 | 884 | 884 | 88.4 | 884 512'3 52'3 52'3 512'3
709 | 70.9 | 70.9 | 70.9 470 | 411 | 411 | 411
6 37 3 3 3 3 70.93 3 4 4 4
51.3 | 51.3 | 51.3 | 51.3 41.1 | 368 | 36.8 | 36.8
7 25 ) ) ) o | 5132 7, 6 6 5
470 | 470 | 47.0 | 47.0 351 | 3.1 | 3.1 | 3.1
8 20 3 3 3 3 47.03 3 3 3 3
411 | 411 | 411 | 411 289 | 289 | 28.9 | 28.9
9 15 4 4 4 4 41.14 2 2 2 2
35.1 | 351 | 35.1 | 35.1 274 | 274 | 274 | 274
10 10 3 3 3 3 35.18 9 9 9 9
289 | 289 | 289 | 28.9 26.0 | 26.0 | 26.0 | 26.0
1 5 2 2 2 2 28.92 4 4 4 4
274 | 274 | 274 | 274
12 2 9 9 9 9 27.49 18 18 18 18
26.0 | 26.0 | 26.0 | 26.0 15.0 | 15.0 | 15.0 | 15.0
13 4 | 4 | 4 | o4 |00 T Ty T
14 18 18 18 18 18
15.0 | 15.0 | 15.0 | 15.0
15 2 5 5 5 15.02
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Fuente: Laboratorio de Investigacion y Vinculacion Universidad Estatal de Bolivar.

PM Condiciones reductoras Condiciones no reductoras
s

(kDa) Estandar 10-4 10-5  12-4 12-5 Harina 10-4  10-5 12-4  12-5
- > -

250
150
100

75 -
50 - Globulinas 7S
37 S (51.32 y 47.03 kDa)
25 Globulinas 11S

- > AS (35.18 kDa)
20 L -

— - —— _—

15 * - m ’ L > .4- ‘L
10 ? ,i“ : Albimina 2S
5 : =l o = = (<10 kDa)
2

Figura 6. Electroforesis SDS-PAGE con -ME y sin 3-ME de los concentrados proteicos
de la harina de Hormigas Santandereanas. Pocillo 1: Estandar, pocillo 2: tratamiento 10-
4, pocillo 3: tratamiento 10-5, pocillo 4: tratamiento 12-4, pocillo 5: tratamiento 12-5,
pocillo 6: harina (en condiciones reductoras). Pocillo 7: tratamiento 10-4, pocillo 8:
tratamiento 10-5, pocillo 9: tratamiento 12-4, pocillo 10: tratamiento 12-5 (en condiciones
no reductoras).

Fuente: Laboratorio de Investigacion y Vinculacion Universidad Estatal de Bolivar.

Los resultados de la electroforesis SDS-PAGE en presencia de un agente reductor (B-ME)
y en ausencia de este, son registrados en la figura 6 y la tabla 5 en los que se reporta el
perfil de proteinas de Hormigas Santandereanas con bandas de pesos moleculares
comprendidos de 15.02 a 191.51 kDa, sugiriendo, en base a su PM, la existencia de
alrededor de 15 tipos de proteinas. Brandan et al (2008) manifiestan que, de acuerdo con
la clasificacion de las proteinas por su origen, las albdminas y globulinas son proteinas

que se podrian identificar dentro de este analisis.

Vilcacundo et al (2017) sefiala que, en referencia a las globulinas, estas se clasifican de
acuerdo con su coeficiente de sedimentacion, de las cuales las proteinas de
almacenamiento 11S y 7S son las que predominan. En cuanto a las globulinas 7S, estas
son conocidas por ser un grupo de glicoproteinas con un rango de pesos moleculares que

esta comprendido entre 42 a 58 kDa. Con respecto a las globulinas 11S, Brinegar et al
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(1996) menciona que es caracteristico de esta proteina tener dos conjuntos heterogéneos
de polipéptidos cuyos pesos moleculares varian entre 30 a 40 kDa perteneciente a la

subunidad de naturaleza &cida (AS), y entre 20 a 25 kDa para la subunidad basica (AB).

En base a los resultados de los pesos moleculares obtenidos, se han observado dos bandas
de proteinas con pesos moleculares de 47.03 y 51.32 kDa que podrian corresponder a la
globulina 7S. Por otro lado, se visualiza una banda de proteina con peso molecular de
35.18 kDa que podria corresponder a la globulina 11S AS. Ademas, en la figura 6 se
visualizan celdas con pesos moleculares menores a 10 kDa que de acuerdo con
Vilcacundo et al (2017) estas podrian corresponder a la albimina 2S caracterizadas por

tener un bajo peso molecular.

Los resultados obtenidos de la electroforesis en condiciones no reductoras (sin B-ME),
fueron similares a los obtenidos en condiciones reductoras (con B-ME), aunque al
comparar ambos resultados, en condiciones reductoras se presenta mas intensidad de las
bandas gque en condiciones no reductoras, por ende, un mayor reconocimiento de datos del
PM (tabla 5). Segun Dawn (1992) cuando se realiza SDS PAGE con B-ME, las proteinas
se ponen en contacto con un agente desnaturalizante (SDS), que formard complejos
desnaturalizados que tienen una carga eléctrica negativa y en presencia del B-ME el cual
actuara como un agente reductor, los enlaces disulfuro intermoleculares e
intramoleculares se dispersaran llevando a que la estructura cuaternaria de la proteina
desaparezca, y como consecuencia sus subunidades se separen en forma de cadenas

peptidicas individuales.

Lomonte (2007) sefiala que los analisis que se realizan de muestras proteicas bajo
condiciones no reductoras en general estan dirigidos para evaluar la composicion de sus
subunidades, ya que la proteina no se va a ver influenciada por ningin agente,

manteniendo la forma y pliegues que caracterizan a los enlaces disulfuro.
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3.2. Verificacion de hipotesis
El andlisis de varianza realizado a la variable de respuesta tanto del porcentaje de
rendimiento por tratamiento como su porcentaje de proteina mostro que existe diferencia
significativa entre los tratamientos analizados, por lo que, con un nivel de confianza del
95%, “se acepta la hipdtesis alternativa”, dando a entender que “El pH de solubilizacion
y precipitacién si influye en el porcentaje de proteina de los concentrados proteicos

obtenidos a partir de la harina de Hormiga Santandereana (Atta laevigata).”
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

Se obtuvieron concentrados proteicos a partir de la harina de Hormigas
Santandereanas (Atta laevigata) a diferentes pH de solubilizacion y de
precipitacion, determinandose que a pHs mas basicos las proteinas de esta matriz

poseen una mayor solubilidad utilizando agua como solvente.

Se optimiz6 las condiciones del proceso de extraccion de los concentrados
proteicos de la harina de Hormigas Santandereanas, logrando el mayor porcentaje
de rendimiento y contenido proteico mediante solubilizacion de las proteinas a pH
12.0 y posterior precipitacion de estas a pH 5.0, con valores de 31.10% y 71.29%

respectivamente.

Se caracteriz6 los concentrados proteicos mediante electroforesis SDS-PAGE en
condiciones reductoras (con B-ME) y no reductoras (sin f-ME). El perfil proteico
en ambos casos mostrd bandas similares, evidenciando la presencia de quince tipos

de proteinas con pesos moleculares entre 15.02 y 191.51 kDa.
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4.2. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayos con valores de pH de solubilizacion y
precipitacion diferentes a los analizados en este estudio, esto permitira verificar si
existen pHs que solubilizan y precipitan mejor las proteinas de la harina de

Hormigas Santandereanas.

Determinar el perfil de aminoacidos en las proteinas de Hormigas Santandereanas.

Analizar el contenido de proteinas de los precipitados proteicos por otros métodos

analiticos, con el objetivo de confrontar los resultados obtenidos.

Caracterizar los concentrados proteicos por técnicas cromatogréficas, a fin de
ampliar la informacién acerca de las proteinas provenientes de Hormigas

Santandereanas.

Ensayar la extraccion de concentrados proteicos con solventes de grado

alimenticio, con el objetivo de fomentar su uso como un ingrediente funcional.
Ampliar la investigacion con el estudio de actividades biol6gicas que podrian

presentar las proteinas de harina de Hormigas Santandereanas, ya que brindaria

informacion valiosa tanto para la ciencia como para la industria alimentaria.
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6. ANEXOS

ANEXO A

Fotografias del proceso experimental del estudio realizado

Figura 7. Hormigas Santandereanas (Atta
laevigata) recolectadas.

Figura 9. Almacenado hermético. Figura 10. Almacenado y congelado.
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Figura 11. Hormigas Santandereanas
ultracongeladas (-80°C).

Figura 12. Control del equipo liofilizador
antes del ingreso de muestras.

Figura 13. Verificacion de pardmetro del
equipo liofilizador BenchTop Pro.

Figura 14. Ingreso de muestras al equipo
liofilizador.

Figura 15. Proceso de liofilizacion

culminado.

Figura 16. Hormigas Santandereanas

liofilizadas.
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Figura 17. Molino eléctrico.

Figura 19. Proceso de control
impurezas previo al molido.

de

Figura 20. Reduccion de particulas de
hormigas liofilizadas.

Figura 21. Harina de Hormigas| Figura 22. Harina de Hormigas

Santandereanas 1.

Santandereanas 2.
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Figura 24. Homogeneizado de muestras
en agua destilada con un agitador.

L/

Figura 25. Ajuste a pHs de solubilizacion
(10.0y 12.0).

Figura 26. Muestras solubilizadas y
homogenizada en tubos falcon.

Figura 27. Centrifugado de muestras
solubilizadas.

28. Muestras solubilizadas

Figura
centrifugadas.
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Figura 29. Recoleccion del sobrenadante.

Figura 30. Despojo de desecho ajenos al
sobrenadante.

Figura 31. Ajuste a pHs de precipitacion
(2.0, 3.0,4.0y5.0).

Figura 32. Muestras precipitadas y
homogenizadas a 4°C.

Figura 33. Centrifugado de muestras

precipitadas.

34.
centrifugadas.

Figura Muestras  precipitadas
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Figura 36. Muestras ultracongeladas (-
80°C).

Figura 37. Ingreso de concentrados

proteicos al equipo liofilizador.

Figura 38. Proceso de liofilizacion de
concentrado proteico culminado.

Figura 39. Concentrado proteico

liofilizado.

Figura 40. Pesado de los diferentes
tratamientos de concentrados proteicos.

47




Figura 41. Preparacion de concentrados
para el ingreso al equipo Dumas.

Figura 42.

Ingreso  de
contenedoras de los concentrados.

capsulas

Figura 43. Resultados arrojados por
tratamiento en el equipo Dumas.

Figura 45. Preparacion de geles de
electroforesis.

2, Fis

Figura 46. Retirado de excedentes de
agua.
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Figura 49. Introduccion de peina para
formar pocillos.

Figura 50. Retirado de cristales del

soporte de geles.

Figura 51. Colocacion de buffer running
en camara de electroforesis.

<Fr &S D T £

Figura 52. Muestras en condiciones
reductoras y no reductoras.
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Figura 53. Acondicionado de muestras en
Orbital previo al ingreso de electroforesis.

Figura 54. Retirado de peine de los geles
formados.

Figura 55. Ingreso de muestras en los
pocillos formados del gel.

Figura 56. Corrida electroforética de las
muestras.

Figura 57. Retirado de geles del cristal.

Figura 58. Tefiido de geles.
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ANEXO B

Graficos obtenidos del equipo Dumas durante el proceso de cuantificacion proteica
de los diferentes tratamientos aplicados a los concentrados proteicos

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 [mg] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [2%]
23/11/22 12:11:35 Harina de hormiga 50,34 400,0 1,0 230,6 18 5.7 16409,6 4,0768 8,099 46,162

1100,0-

1000,0
3000-
800
7000
600-

500,0-

Signal output [mV]

400,0-|
3000
200,0-

100,0-

0000 A D e B Gy e e o B B B O P A T e G 1
05

Time[s]

Working Calibration:

Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1030,1
Reduction furnace: 650,3
Flow rate [ml/min]:
MFC1 carrier: 190,0
MFC2 carrier: 220,0

Figura 59. Resultado Dumas para harina de hormiga — réplica 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 [mg] [ml/min] [ml/mg] Time [s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [%]
23/11/22 12:16:21  Harina de horniga D 50,27 400,0 1,0 234,6 18 57 163657 4,0659 8,088 46,102

13000
1200,0 -
1100,0 -
1000,0 -
900,0 -
800,0 -
700,0 -

600,07

Signal output [mV]

500,0 -
400,0 -
300,0 -
200,0 -

100,0-

e "
0 5 10 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 léi
Time [s]

Working Calibration:
Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1028,6
Reduction furnace: 643,8

Flow rate [ml/min]:

MFC1 carrier: 189,8

MFC2 carrier: 219,93

Figura 60. Resultado Dumas para harina de hormiga — réplica 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 [mg] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [%]
23/11/22 10:21:45 Concentrados 10-2 50,88 400,0 1,0 243,2 18 5,7 18709,7 4,6483 9,136 52,074

Signal output [mV]

T R R R R R T IR R IR L KR R C N TR R R L R TR IR T IR L RN R TR R N IR R IR N LR NI TR R T TE R RC IR IR S ECR I
5 10 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
Time [s]

Working Calibration:
Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1029,8
Reduction furnace: 650,2
Flow rate [ml/min]:
MFC1 carrier: 190,0
MFC2 carrier: 213,9

Figura 61. Resultado Dumas para concentrado proteico a pH de solubilizacion 10 y
precipitacion 2 — réplica 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 [mg] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [%]
23/11/22 10:32:20 Concentrados 10-2D 50,46 400,0 1,0 236,6 18 5,7 18719,6 4,6507 9,217 52,535

Signal output [mV]

R R IR TN IR RN LRI R R IR RN LR R TR R I R IR R R R IR R R LTI RN IR R R IR E NIRRT
0 5 10 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
Time [s]

Working Calibration:
Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1029,3
Reduction furnace: 650,3

Flow rate [ml/min]:

MFC1 carrier: 190,0

MFC2 carrier: 220,0

Figura 62. Resultado Dumas para concentrado proteico a pH de solubilizacion 10 y
precipitacion 2 — réplica 2.
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Laboratory information:
Name:

Address:

Phone:

E-mail:

Notes:

S/N:
Software version:
Operator Name:

NDA Dumas

Nitrogen Analyser

3.15.0

Date Time
[dd/mm/yy] [hh:mm:ss]
23/11/22 10:51:54

Sample
Name

Concentrados 10-3

Weight
[mg]
50,86

02 Flow Rate 02 Factor Analysis Calibration Proteins [© N Area
[ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs]
400,0 1,0 235,2 18 5,7 18561,0

N
[mg]
4,6113

N
[%]
9,067

Proteins
[%]
51,68

Signal output [mV]

100,0-

0,0-

0 5 15

Working Calibration:

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

U [XEEEN)
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

' R R RNy SRRy SRR RERRY) R R ARy RNy EA RN ERE ] EREENERRTNTRRTY)
90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185
Time [s]

IREEEEREERTREET]
70 75 8 85

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

1030,9
650,2

189,9
219,8

Figura 63. Resultado Dumas para concentrado proteico a pH de solubilizacion 10 y
precipitacion 3 — réplica 1.
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Laboratory information:
Name:

Address:

Phone:

E-mail:

Notes:

S/N:
Software version:
Operator Name:

NDA Dumas

3.15.0

Nitrogen Analyser

Date Time
[dd/mm/yy] [hh:mm:ss]
23/11/22 11:05:02

Sample
Name

Concentrados 10-3D

Weight
[mg]
50,7

[ml/min]
400,0

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

Proteins
[%]
50,813

[ml/mg]
1,0

Time [s]
232,4

Number
18

Factor
5,7

[mvxs]
18192,0

[mg]
4,5197

[%]
8,915

Signal output [mV]

100,0-]

0,0-

0 5 15

Working Calibration:

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

[RE)
0 75

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

1031,0
650,4

189,9
219,8

P
80 85

RREEN RN RN R RN AR RNV RERRYRRRRY) [XERN]
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

' LR R RNy SRR ERRRYRERRY) R R R ARy SRRy EX RN RRT] LN ERRTNTRRTY)
90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185
Time [s]

Figura 64. Resultado Dumas para concentrado proteico a pH de solubilizacion 10 y
precipitacion 3 — réplica 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 [mg] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [%]
23/11/22 11:09:41 Concentrados 10-4 50,64 400,0 1,0 238,6 18 5,7 24107,4 5,9893 11,827 67,415

Signal output [mV]

T I R IR IR LI R LR N I IR RN LR LN IR R L IR R R IR IR R R C R LRI NI N SRR AR KL N LKL IR NIRRT
10 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
Time [s]

Working Calibration:
Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1029,9
Reduction furnace: 650,2

Flow rate [ml/min]:

MFC1 carrier: 190,0

MFC2 carrier: 220,0

Figura 65. Resultado Dumas para concentrado proteico a pH de solubilizacion 10 y
precipitacion 4 — réplica 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 [mg] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [%]
23/11/22 11:14:25 Concentrados 10-4D 50,8 400,0 1,0 232,2 18 5,7 24108,8 5,9896 11,791 67,206

Signal output [mV]

T R TR PR PR R PR P RSN NIRRT RN TR RN IR R L R R RN R R LR RN T r R R RN ROy Oy N T R PR ROy E RN E PR R RN RN TR TR TR RTRTRR T
5 10 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
Time [s]

Working Calibration:

Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1029,6
Reduction furnace: 650,4
Flow rate [ml/min]:
MFC1 carrier: 189,89
MFC2 carrier: 220,0

Figura 66. Resultado Dumas para concentrado proteico a pH de solubilizacion 10 y
precipitacion 4 — réplica 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 [mg] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [%]
23/11/22 11:23:59 Concentrados 10-5 50,6 400,0 1,0 235,4 18 57 22778,5 56591 11,184 63,749

Signal output [mV]

T L TR T R T T T T T I I T T T I R T I I N O AT T
10 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
Time [s]

Working Calibration:
Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1030,5
Reduction furnace: 650,5

Flow rate [ml/min]:

MFC1 carrier: 190,1

MFC2 carrier: 219,8

Figura 67. Resultado Dumas para concentrado proteico a pH de solubilizacion 10 y
precipitacion 5 — réplica 1.

59



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 [mg] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [%]
23/11/22 11:28:41  Concentrados 10-5D 50,67 400,0 1,0 231,4 18 57 22558,2 56044 11,061 63,045

Signal output [mV]

T T LT T L TN T T T T TR T E LRI LN LE TN Ty LTR Ty Ty R TS PR TTN POy TS FTUYY ETRYT PUTRY SETRY FVRS TURTS FRROT:
5 10 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
Time [s]

Working Calibration:
Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1029,3
Reduction furnace: 643,3
Flow rate [ml/min]:
MFC1 carrier: 190,0
MFC2 carrier: 220,0

Figura 68. Resultado Dumas para concentrado proteico a pH de solubilizacion 10 y
precipitacion 5 — réplica 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 [mg] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [%]
23/11/22 11:33:19 Concentrados 12-2 50,49 400,0 1,0 233,0 18 57 17381,2 14,3182 8,553 48,75

1200,0-,

11000°]
1000,0°]
900°]
800-]
70007
6000°

500,0-]

Signal output [mV]

400,04
300,0-
2000

100,0-]

00,
0

Time [s]

Working Calibration:
Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1029,8
Reduction furnace: 643,7
Flow rate [ml/min]:
MFC1 carrier: 189,8
MFC2 carrier: 219,9

Figura 69. Resultado Dumas para concentrado proteico a pH de solubilizacion 12 y
precipitacion 2 — réplica 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 [mg] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [%]
23/11/22 11:37:58  Concentrados 12-2D 50,94 400,0 1,0 230,8 18 57 17593,0 14,3708 8,58 48,908
=
£
5
a
5
o
k]
2
2
]
100,0-
00 oo o 3 Ay D R 3 s T s A T L T R O A P s U Ay GV A
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 8 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185
Time [s]

Working Calibration:
Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1029,1
Reduction furnace: 643,5
Flow rate [ml/min]:
MFC1 carrier: 190,0
MFC2 carrier: 220,0

Figura 70. Resultado Dumas para concentrado proteico a pH de solubilizacion 12 y
precipitacion 2 — réplica 2.
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NDA Dumas Nitrogen Analyser

Laboratory information:
Name:

Address:

Phone:

E-mail:

Notes:

S/N:
Software version:
Operator Name:

3.15.0

Sample
Name
Concentrados 12-3

Weight
[mg]
50,71

02 Flow Rate 02 Factor Analysis Calibration Proteins [© N Area N N
[ml/min] [ml/mg] Time [s] Number Factor [mVxs] [mg] [%]
400,0 1,0 230,6 18 57 21059,3 5,232 10,318

Proteins
[%]
58,81

Date Time
[dd/mm/yy] [hh:mm:ss]
23/11/22 11:42:50

Signal output [mV]

T T LT T L TN T LT T TR T E LRI L TN TE TR Ty TTRT gy ey R T PR TTN POy TS FTUYY ETRYT PUTRY SETRY FUVRS TURTR PRROT:
5 10 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
Time [s]

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

Combustion furnace: 1028,8

Reduction furnace:

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

649,5

189,9
219,9

Figura 71. Resultado Dumas para concentrad

precipitacion 3 — réplica 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 [mg] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [%]
23/11/22 11:47:35  Concentrados 12-3D 50,53 400,0 1,0 235,8 18 57 20946,2 5,2039 10,299 58,702

Signal output [mV]

T L TR T R T T T T T T I I T T T I R T I I T I AT TeT
10 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
Time [s]

Working Calibration:
Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1029,6
Reduction furnace: 650,1

Flow rate [ml/min]:

MFC1 carrier: 190,1

MFC2 carrier: 220,0

Figura 72. Resultado Dumas para concentrado proteico a pH de solubilizacion 12 y
precipitacion 3 — réplica 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 [mg] [ml/min] [ml/mg] Time [s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [%]
23/11/22 11:52:17 Concentrados 12-4 50,77 400,0 1,0 234,6 18 57 25158,8 6,2505 12,311 70,175

Signal output [mV]

T T T T L T TN TR TR N TN LE T RN Ty T u T Cru O T S TyN POy T FTUYy ETRYY PUTRY CRTRY PUVRS TRRTS PRROT:
5 10 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
Time [s]

Working Calibration:
Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1030,9
Reduction furnace: 643,8
Flow rate [ml/min]:
MFC1 carrier: 189,9
MFC2 carrier: 219,8

Figura 73. Resultado Dumas para concentrado proteico a pH de solubilizacion 12 y
precipitacion 4 — réplica 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 [mg] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [%]
23/11/22 11:56:58 Concentrados 12-4D 50,75 400,0 1,0 233,2 18 5,7 249074 6,188 12,193 69,501

Signal output [mV]

R R IR IR R AR RN R R TN TN T R RN RN NN N TR NN E R R RN Ty Ty N P R PR SNy SRS RPN R R T R RPN PR TR TR R TR TRRTT]
5 10 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
Time [s]

Working Calibration:
Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1029,1
Reduction furnace: 649,6
Flow rate [ml/min]:
MFC1 carrier: 189,9
MFC2 carrier: 220,1

Figura 74. Resultado Dumas para concentrado proteico a pH de solubilizacion 12 y
precipitacion 4 — réplica 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 [mg] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [%]
23/11/22 12:02:02 Concentrados 12-5 50,92 400,0 1,0 230,2 18 5,7 250129 6,2142 12,204 69,562

19000
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1400,
1300,
1200,
1100,
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800,
700,
600,
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400,
300,
200,
100,

Signal output [mV]

T T L T I
0 5 10 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
Time [s]

Working Calibration:
Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1029,5
Reduction furnace: 643,7
Flow rate [ml/min]:
MFC1 carrier: 190,0
MFC2 carrier: 219,8

Figura 75. Resultado Dumas para concentrado proteico a pH de solubilizacion 12 y
precipitacion 5 — réplica 1.

67



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 [mg] [ml/min] [ml/mg] Time[s] Number Factor [mVxs] [mg] [%] [%]
23/11/22 12:06:53 Concentrados 12-5D 50,49 400,0 1,0 235,6 18 5,7 26033,0 6,4677 12,81 73,016

Signal output [mV]

T AT T o R T o s L T A T Y S s A D D
10 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
Time [s]

Working Calibration:
Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4 + X~2 * 0,000000E+0 + X~3 * 0,000000E+0
Temperature [°C]:
Combustion furnace: 1029,5
Reduction furnace: 643,93

Flow rate [ml/min]:

MFC1 carrier: 190,0

MFC2 carrier: 219,9

Figura 76. Resultado Dumas para concentrado proteico a pH de solubilizacion 12 y
precipitacion 5 — réplica 2.
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NDA Dumas Nitrogen Analyser - Calibration

Calibration blank: Yes CF: 1,000 R2: 0,998260 Polynomial: Y = 0,000000E+0 + X * 2,484415E-4
13,0000
12,0000~ ——
11,0000~ RS o
10,0000~ g T
— 9,0000- e
£ 8,0000- T
& 7,0000- T
-2 6,0000- T
Z 5,0000- =TT
4,0000- i
3,0000-] et S
2,0000-] T
1,0000- T
0,0000->" ' ' ' ' ' ' ' ' ' '
0,0 5000,0 10000,0 15000,0 20000,0 25000,0 30000,0 35000,0 40000,0 45000,0 50000,0
Area [mV x s]
Number Standard Standard Weigth Area N theoretical N N Blank Residual error Relative error Show Date
[mg] [mV x 5] [mg] [mg] [%] [mv x s] [mg] [%] [dd/mm/yy]
1 Calibration blank 0,000 62,8 0,0000 0,0156 ND 0,0 0,0156 ND Yes 08/09/21
2 EDTA 11,100 4704,4 1,0656 1,1688 10,529 0,0 0,1032 9,682 Yes 08/09/21
3 EDTA 30,570 12522,0 2,9347 3,1110 10,177 0,0 0,1763 6,007 Yes 08/09/21
4 EDTA 60,130 24292,3 5,7725 6,0352 10,037 0,0 0,2627 4,551 Yes 08/09/21
8 EDTA 101,460 39248,5 9,7402 9,7510 9,611 0,0 0,0108 0,110 Yes 08/09/21
6 EDTA 127,280 48392,3 12,2189 12,0227 9,446 0,0 -0,1962 -1,606 Yes 08/09/21

Figura 77. Curva de calibracion para determinacion de proteina.
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ANEXO C

Autorizacién de recoleccion de Hormigas Santandereanas (Atta laevigata) por parte
del Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion Ecoldgica

A‘ v
- Gobierno

“] A del Encuentro

GUILLERMO LASSO
‘ PRESIDENTE

AUTORIZACION DE RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES DE LA DIVERSIDAD
BIOLOGICA No. 2810

ESTUDIANTES E INVESTIGADORES (SIN FINES COMERCIALES)
1.- AL]TORIZACI(')N DE RECOLECTA DE ESPECIMENES DE ESPECIES LA DIVERSIDAD
BIOLOGICA

2.-cODIGO
MAATE-ARSFC-2022-2810

3.- DURACION DEL PROYECTO

FECHA INICIO FECHA FIN

2023-01-07 2023-07-07

4.- COMPONENTE A RECOLECTAR

Animal

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

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

RECOLECCION
N° de " . " N° REGISTRO GRUPO
C.IPasaporte Nombres y Apellidos Nacionalidad SENESCYT EXPERIENCIA BIOLOGICO
VILCACUNDO CHAMORRO
1802738102 RUBEN DARIO Ecuatoriana 7241125699 Tutor Insecta
1400876965 E)DRg:;R GABRIEL ROMERO Ecuatoriana No posee Estudiante Insecta

6.- PARA QUE LLEVEN A CABO LA RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES LA
DIVERSIDAD BIOLOGICA:

Nombre del Proyecto: Analisis de los concentrados proteicos de la Hormiga Santandereana Atta
Laevigata

Ministerio del Ambiente, Agua y Transicién Ecolégica

Direccion: Calle Madrid 1159 y Andalucia N ‘ 7 1 / 5
Cédigo postal
Teléfono &
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7.- SE AUTORIZA LA RECOLECCION CON EL PROPOSITO DE:

Analizar los concentrados proteicos de la harina de Hormiga Santandereana (atta laevigata)

Caracterizar los concentrados proteicos en condiciones reductoras y no reductoras

Obtener concentrados proteicos a partir de las Hormigas Santandereanas (atta laevigata) a diferentes pHs de solubilizacion y precipitacion

Detemminar el rendimiento y contenido de proteina en los concentrados proteicos

8.- AR'EA GEOGRAFICA QUE CUBRE LA RECOLECCION DE LAS ESPECIES O
ESPECIMENES:

PROVINCIAS SNAP BOSQUE PROTECTOR

MORONA SANTIAGO NA NA

9.- INFORMACION DE LAS ESPECIES A RECOLECTAR

CLASE ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE TIPO MUESTRA N° MUESTRA N° LOTE

Insecta Hymenoptera Formicidae NA NA Atta laevigata 4

10.- METODOLOGIA APLICADA EN CAMPO

FASE DE Recoleccion de las hormigas previo al consumo humano en la provincia de Morona Santiago, en el canton
RECOLECCION: Sevilla Don Bosco, en la cual los nativos del lugar recolectan las hormigas y las ofrecen al publico.

FASE DE . Las homigas se llevan a congelacion mediante un cooler, posterior al traslado se los congela en un
PRESERVACION: congelador a -20°C

11. METODOLOGIA APLICADA EN LABORATORIO

METODOS EMPLEADOS Se debe realizar una liofilizacion, en un equipo liofilizador (laboratorios de la universidad) para secar la
EN EL LABORATORIO: muestra y procedes a triturar y obtener un polvo de la hormiga Atta laevigata

12.- SE AUTORIZA LA UTILIZACION DE LOS SIGUIENTES MATERIALES Y/O EQUIPOS
PARA LA REALIZACION DE ESTA RECOLECCION.

Grupo Ti
A s ipo de
Biologico a Descripcion Equipamiento
Recolectar auip
Insecta BOTAS DE CAUCHO, GUANTES DE TELA, CUADERNO Y LAPIZ, TIJERA MANUAL DE Material en
PODA, PRENSA, CONDENSADOR, FRASCOS DE VIDRIO, SACO DE TELA. Campo

Ministerio del Ambiente, Agua y Transicién Ecolégica
Direccién: Calle Madrid 1159 y Andalucia

Cdédigo postal:

Teléfono
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Insecta LIOFILIZADOR, HORNO MICROONDAS, ICPMS Equipo en
Laboratorio

MACHETES, LIBRETA, BOTAS, CAMARA FOTOGRAFICA, PAPEL PERIODICO, FUNDAS Equipo en

Insacta PLASTICAS Campo

TERMOHIGROMETRO, GPS, MEDIDOR DE PH BALANZAS ANALITICAS, GRABADORA Material en

Insecta DE SONIDO, CAMARA FOTOGRAFICA Laboratorio

13.- COLECCIONES NACIONALES DEPOSITARIAS DEL MATERIAL BIOLOGICO

Insecta Museo Zoologia-Universidad Central del Ecuador

14.- RESULTADOS ESPERADOS
Obtener concentrados proteicos con alto contenido de proteina

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

METAS DESCRIPCION
Meta04.19.01Para el 2021, el Ecuador implementa a agenda nacional de investigaciones, con el Aportar a la seguridad y
involucramiento de la academia, sector publico, privado, pueblos y nacionalidades. soberania alimentaria

DE ACUERDO A LAS SIGUIENTES ESPECIFICACIONES

1. Solicitud de: EDGAR GABRIEL ROMERO ORTIZ

2. Institucion Nacional Cientifica : UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO U.T.A.
3. Fecha de entrega del informe final o preliminar: 2023/06/22

4. Valoracion técnica del proyecto: AULESTIA CORDOVA DARWIN PAUL

5. Esta Autorizacién NO HABILITA LA MOVILIZACION DE FLORA, FAUNA,
MICROORGANISMOS Y HONGOS.

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

7. Los especimenes o muestras recolectadas no podran ser utilizadas en actividades de

Ministerio del Ambiente, Agua y Transicién Ecolégica

Direccién: Calle Madrid 1159 y Andalucia W "v 3 / 5
Cédigo postal: L
Teléfono
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BIOPROSPECCION, NI ACCESO AL RECURSO GENETICO.

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

OBLIGACIONES DEL/LOS INVESTIGADOR/ES.

9. Ingresar al sistema electréonico de recolecta de especimenes de especies la diversidad
biolégica del ministerio del ambiente y agua, el o los informes parciales o finales en formato PDF,
en el formato establecido.

Con los siguientes anexos:

- Escaneado de el o los certificados originales del depdsito o recibo de las muestras, emitidas
por las Colecciones Cientificas Ecuatorianas como Internacionales depositarias de material
bioldgico.

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

- Escaneado de material fotografico que considere el investigador pueda ser utilizados para
difusion. (se 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 y Agua, con el que se recolecto el material
biolégico.

11. Depositar los holotipos en una institucion cientifica depositaria de material bioldgico.

12. Los holotipos solo podran salir del pais en calidad de préstamo por un periodo no mas de un
ano.

13. Las muestras bioldgicas 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
correspondiente.

Del incumplimiento de las obligaciones dispuestas en los numerales, 9, 10, 11, 12, 13 y 14 se
responsabiliza a EDGAR GABRIEL ROMERO ORTIZ.

Ministerio del Ambiente, Agua y Transicién Ecolégica

Direccién: Calle Madrid 1159 y Andalucia N fr 4/5
Cddigo postal: |
Teléfono ECuU
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DIRECTOR DE BIODIVERSIDAD
LAGLA CHIMBA BYRON ADRIAN
2022-12-09

3 Fictads elecebnicamate poc
Ministerio dg YROM ARRIARransicion Ecolégica

Direccion: Call&aRred lWﬂn%HﬁaA N fr 5/5
Cadigo postal: epublic N
Teléfono: -l ECUa
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ANEXO D

Datos obtenidos del proceso experimental

Tabla 6. Datos obtenidos para la precipitacion isoeléctrica de la harina de Hormigas

Santandereanas.
Valores de pH N .
pH de solubilizacion | pH de precipitacion W inicial harina (g)
Réplica 1 Réplica 2
2 25.0066 25.0075
10 3 25.0038 25.0041
4 25.0065 25.0057
5 25.0066 25.0060
2 25.0024 25.0028
12 3 25.0066 25.0060
4 25.0110 25.0098
5 25.0022 25.0031

Tabla 7. Datos de muestras liofilizadas de concentrados proteicos obtenidos a diferentes
valores de pHs de solubilizacion y precipitacion.

Muestra Réplica \_No Wk proteina % de Rendimiento por
harina (g) | concentrada (g) | cada 25 g de muestra
10-2 1 25.0066 0.4747 1.8983
2 25.0075 0.5124 2.0490
10-3 1 25.0038 1.0253 4.1006
2 25.0041 1.0436 4.1737
10-4 1 25.0065 5.2577 21.0253
2 25.0057 4.9965 19.9814
10-5 1 25.0066 3.9784 15.9094
2 25.0060 4.1821 16.7244
122 1 25.0024 0.4023 1.6090
2 25.0028 0.3952 1.5806
123 1 25.0066 3.1326 16.5260
2 25.0060 44117 17.6426
12-4 1 25.0110 7.6724 30.6761
2 25.0098 7.5922 30.3569
12.5 1 25.0022 7.7401 30.9577
2 25.0031 7.8132 31.2489
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Tabla 8. Resumen Estadistico para el % Rendimiento de los concentrados proteicos de
la harina de Hormiga Santandereana por cada 25 g de muestra.

Muestra % c_Ie Rendimiento Prom_ed_io % | Desviacion Coefic_ien_te de
Réplical | Réplica2 | Rendimiento | Estandar Variacion
10-2 1.8983 2.0490 1.9736 0.1066 5.3987
10-3 4.1006 4.1737 41371 0.0517 1.2501
10-4 21.0253 19.9814 20.5034 0.7381 3.6001
10-5 15.9094 16.7244 16.3169 0.5763 3.5318
12-2 1.6090 1.5806 1.5948 0.0201 1.2602
12-3 15.7262 14.8432 15.2847 0.6244 4.0850
12-4 30.6761 30.3569 30.5165 0.2257 0.7396
12-5 30.9577 31.2489 31.1033 0.2059 0.6621
Tabla 9. ANOVA para el % de Rendimiento por Tratamiento.
Suma de Cuadrado )
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F | Valor-P
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Factor A 316.275 1 316.275 1840.69 | 0.0000
B:Factor B 1555.31 3 518.437 3017.25 | 0.0000
INTERACCIONES
AB 127.037 3 42.3457 246.45 0.0000
RESIDUOS 1.37459 8 0.171824
TOTAL (CORREGIDOS) 2000.0 15

Tabla 10. Prueba de rangos mdltiples para el % de Rendimiento por Factor A.

. . Grupos
Factor A Casos Media LS Sigma LS Homogéneos
10 8 10.7328 0.146554 A
12 8 19.6248 0.146554 B

Tabla 11. Prueba de rangos multiples para el % de Rendimiento por Factor B.

. . Grupos
Factor B Casos Media LS Sigma LS Homogéneos
2 4 1.78422 0.207258 A
3 4 9.71092 0.207258 B
4 4 23.7101 0.207258 C
5 4 25.5099 0.207258 D
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Tabla 12. Prueba de Multiples Rangos Tukey para % de Rendimiento por Tratamientos.

Tratamientos Casos Media Grupos Homogeneos
12.0-5.0 2 31.1033 A
12.0-4.0 2 30.5165 A
10.0-4.0 2 20.5033 B
10.0-5.0 2 16.3169 C
12.0-3.0 2 15.2847 C
10.0-3.0 2 41372 D
10.0-2.0 2 1.9737 E
12.0-2.0 2 1.5948 E

Tabla 13. Resumen estadistico de la cuantificacion del % de Proteina de los
concentrados proteicos de la harina de Hormiga Santandereana, evaluados por el método

Dumas.
Muestra % Proteina Promedio | Desviacion Coefic_ien_te de
Réplical | Réplica2 | % Proteina | Estandar Variacion
Harina 46.162 46.102 46.132 0.0424 0.0920
10-2 52.074 52.535 52.305 0.3260 0.6232
10-3 51.680 50.813 51.247 0.6131 1.1963
10-4 67.415 67.206 67.311 0.1478 0.2196
10-5 63.749 63.045 63.397 0.4978 0.7852
12-2 48.750 48.908 48.829 0.1117 0.2288
12-3 58.810 58.702 58.756 0.0764 0.1300
12-4 70.175 69.501 69.838 0.4766 0.6824
12-5 69.562 73.016 71.289 2.4423 3.4260

Tabla 14. ANOVA para el % de Proteina para Tratamientos - Método Dumas.

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F | Valor-P
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Factor A 52.2259 1 52.2259 60.01 0.0001
B:Factor B 963.439 3 321.146 369.01 0.0000
INTERACCIONES
AB 84.9177 3 28.3059 32.52 0.0001
RESIDUQOS 6.96226 8 0.870283
TOTAL (CORREGIDOS) 1107.54 15
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Tabla 15. Prueba de rangos mdltiples para el % de Proteina por Factor A — Método

Dumas.
Factor A Casos Media LS Sigma LS Grupos
Homogéneos
10 8 58.5646 0.329826 A
12 8 62.178 0.329826 B

Tabla 16. Prueba de rangos multiples para el % de Proteina por Factor B — Método

Dumas.
Factor B Casos Media LS Sigma LS Grupps
Homogéneos
2 4 50.5667 0.466445 A
3 4 55.0012 0.466445 B
4 4 67.343 0.466445 C
5 4 68.5743 0.466445 C

Tabla 17. Prueba de Multiples Rangos Tukey para % de Proteina por Tratamientos —
Método Dumas.

Tratamientos Casos Media Grupos Homogeneos
12.0-5.0 2 71.2890 A
12.0-4.0 2 69.8380 AB
10.0-4.0 2 67.3105 B
10.0-5.0 2 63.3970 C
12.0-3.0 2 58.7560 D
10.0-2.0 2 52.3045 E
10.0-3.0 2 51.2465 E
12.0-2.0 2 48.8290 E

e Calculo rendimiento concentrado proteico

- Rendimiento:

o rendimiont peso final del concentrado (g) 100%
— *
o renatmiento o2 peso inicial de la harina (g) ’
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o 0.4747 g
% rendimiento,g_, = m * 100%

% rendimiento,y,_, = 1.8983%

Caélculos estadisticos de la cuantificacion de proteina

- Media

>

Il
™M
R

52.074 + 52.535
2

X =52.305

X =

- Desviacion estandar:
’Z(Xi — X)?
S= ——
n—1

5= \/(52.074 —52.305)2 + (52.353 — 52.305)2

2—-1

S =0.3260

- Coeficiente de variacion:

S
cv =§* 100%

_0.3260
~ 52.305

CV =0.6232%

x 100%
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