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RESUMEN

La creciente demanda de fuentes proteicas sostenibles para la alimentacion de animales de
produccion ha impulsado el estudio de determinadas especies de insectos como alternativas a
las tradicionalmente usadas harinas de soya y de pescado. Dos de las especies de insecto mas
estudiadas son la mosca soldado-negra (Hermetia illucens) y el gusano amarillo de la harina
(Tenebrio molitor), cuyas larvas pueden ser procesadas con el fin de preparar harina rica en
proteinas. El objetivo de este estudio fue determinar y comparar el perfil aminoacidico de las
harinas de larva de Hermetia illucens y Tenebrio molitor como sustratos proteicos en la
alimentacion animal, mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion en fase
reversa (RP-HPLC). Para esto, se recolectaron larvas de diferentes tamafos (pequefia, mediana,
grande) de ambas especies, las cuales fueron procesadas para convertirlas en harina, sometidas
a hidrolisis acida y derivatizadas con el reactivo PITC (fenolisotiocianato) para poder ser leidas
en el equipo de RP-HPLC. La metodologia utilizada fue previamente validada calculando la
linealidad, eficiencia, precision y limites de deteccion y cuantificacion. Asi mismo, los
resultados fueron analizados mediante el método de ANOVA para poder establecer la validez
de estos. Los datos obtenidos (en g/100g de materia seca (MS)), permitieron identificar y
cuantificar 16 aminoacidos, demostrando que ambas harinas presentan un perfil rico en
aminoacidos, si bien con algunas diferencias en la concentracion de estos: Hermetia illucens
demostrd ser mas abundante en fenilalanina (15,504 g/100g MS), lisina (2,286 g/100g MS) y
arginina (1,705g/100g MS); mientras que Tenebrio molitor presentd concentraciones superiores
de metionina (15,281 g/100g MS), tirosina (1,672 g/100g MS) e isoleucina (1,608 g/100g MS).
Los resultados obtenidos respaldan el potencial de ambas harinas de insecto como sustratos
sostenibles en la formulacion de dietas para animales de produccion y su inclusion contribuiria
a diversificar las fuentes proteicas, favoreciendo la sustitucion de los insumos convencionales,
como la harina de soya y de pescado, disminuyendo el impacto econdémico y ambiental que la
fabricacion de estos conlleva. Se pudo concluir que la utilizacion de las larvas de Hermetia
illucens y Tenebrio molitor se alinea con los principios de economia circular, logrando
trasformar residuos o biomasa de bajo valor en proteina de alta calidad, conllevando un impacto

positivo en la sostenibilidad agraria.
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Hermetia illucens, Tenebrio molitor, perfil aminoacidico



ABSTRACT

The growing demand for sustainable protein sources for animal feed has driven the study of
certain insect species as alternatives to the traditionally used soybean and fish meals. Two of
the most studied insect species are the black soldier fly (Hermetia illucens) and the yellow
mealworm (7enebrio molitor), whose larvae can be processed in order to prepare protein-rich
meal. The objective of this study was to determine and compare the amino acid profile of
Hermetia illucens and Tenebrio molitor larval meals as protein substrates in animal feed, using
the technique of reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC). In order
to achieve this, larvae of different sizes (small, medium, large) from both species were
collected, processed into flour, subjected to acid hydrolysis, and derivatized with the PITC
reagent (phenylisothiocyanate) to be read in the RP-HPLC equipment. The methodology used
was previously validated by calculating linearity, efficiency, precision, and limits of detection
and quantification. Likewise, the results were analyzed using the ANOVA method in order to
establish their validity. The data obtained (expressed in g/100g of dry matter) allowed the
identification and quantification 16 amino acids, demonstrating that both flours have a rich
amino acid profile, although with some differences in their concentrations: Hermetia illucens
was found to be more abundant in phenylalanine (15.504 g/100g DM), lysine (2.286 g/100g
DM), and arginine (1.705 g/100g DM); while Tenebrio molitor showed higher concentrations
of methionine (15.281 g/100g DM), tyrosine (1.672 g/100g DM), and isoleucine (1.608 g/100g
DM). The results support the potential of both insect meals as sustainable substrates in the
formulation of diets for livestock production. Their inclusion would contribute to diversify the
available protein sources, favoring the replacement of conventional substrates such as soybean
and fish meal, while reducing the economic and environmental impact associated with their
production. It was concluded that the use of Hermetia illucens and Tenebrio molitor larvae
aligns with the principles of circular economy, by transforming low-value residues or biomass

into high-quality protein, thus generating a positive impact on agricultural sustainability.
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INTRODUCCION

En base al crecimiento demografico actual, la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) estima que para el afio 2050, la produccidon de alimento
debera incrementarse hasta un 70% sobre el nivel actual (1). Para poder enfrentar la
problematica ambiental y econdmica que este incremento de produccion conllevard, serd
necesario buscar alimentos alternativos, capaces de satisfacer las necesidades alimenticias de
la poblacion sin causar impactos significativos en el medio ambiente y con capacidad para

acoplarse en los modelos econdmicos ya existentes.

Actualmente, las harinas de soya y pescado son los principales ingredientes utilizados en la
formulacion de la mayoria de las dietas para animales de produccion. Sin embargo, el
aprovechamiento desmedido de estos ingredientes empieza a generar graves problemas
ambientales. En el caso de la soya, el cultivo esta legumbre destina millones de hectareas de
terreno, conllevando un alto consumo de agua y utilizando fertilizantes y pesticidas que pueden
provocar un importante deterioro ambiental (2,3). Con respecto a la harina de pescado, este
recurso es dependiente de la pesca, por lo que su produccion es variable y regulada por diversas
leyes y decretos que, en algunas ocasiones, limitan que la demanda se vea completamente
satisfecha, por lo cual, en algunos paises surgen productores artesanales que se dedican a la
pesca ilegal de este recurso para su conversion en harina, sin respetar los limites maximos de

captura permitidos y trayendo como consecuencia un grave dafo al ecosistema marino (4,5).

A fin de poder solucionar todas estas problematicas y expectativas, se han identificado a los
insectos como una potencial fuente de materias primas sostenibles para la alimentacién animal;
debido a que son capaces de cubrir los requerimientos dietéticos de los animales y poseen la
capacidad de convertir residuos orgédnicos en productos proteicos (6). Diversas especies de
insectos han sido evaluadas para su implementacion dentro de dietas animales, siendo las mas
prometedoras la mosca soldado-negra (Hermetia illucens), el gusano amarillo de la harina
(Tenebrio molitor), la mosca comun (Musca domestica) y el grillo doméstico (Acheta

domesticus).

A pesar de estas ventajas, muchas de las propiedades nutricionales de los insectos atin no han
sido estudiadas a fondo, por ello; es necesario realizar trabajos de investigacion donde se
establezcan, recopilen y comparen estas caracteristicas, las cuales permitirdn que los insectos
sean valorados como fuentes de alimentacion proteica en animales de produccion, y ayudaran

a lograr la aceptacion de estos insectos como sustratos por parte de las empresas, organismos



reguladores y usuarios en general (7). Es por ello que el presente estudio se enfoca en dos de
las especies mas atractivas para la industria: la mosca soldado-negra (Hermetia illucens) y el

gusano amarillo de la harina (Tenebrio molitor).

Se sabe que el contenido de proteinas en larvas de H. illucens y T. molitor es comparable a las
ya mencionadas, harina de pescado y soya. Las larvas de Hermetia illucens poseen hasta un
47% de proteina bruta, y han sido ampliamente reconocidas por su capacidad de manejo
ambiental, pues este insecto resulta Util para reducir los desechos organicos y eliminar la
presencia de otras plagas indeseables en las granjas (8). Por su parte, el Tenebrio molitor destaca
por su alto contenido proteico y de acidos grasos; asi como su facilidad de reproduccion y cria,
lo que ha causado que sus larvas enteras sean producidas para ser utilizadas como alimento de
mascotas, animales de zoologico e incluso peces y aves de corral (9). Adicionalmente, ambos
insectos poseen la capacidad de convertir los desechos organicos en nutrientes: como proteinas,
grasas y fibra; lo cual contribuye a reducir la carga ambiental y el potencial de contaminacion

que surge de la acumulacion de desechos de la agricultura y ganaderia (10).

Sin embargo, los reportes en cuanto a perfil de aminodcidos en ambos insectos atin son escasos,
lo que limita la formulacion de dietas adecuadas en base a estos, que puedan adaptarse a los
requerimientos de las diferentes especies de animales. Es también necesario contar con una
comparacion directa, cuantitativa y cualitativa que permita impulsar el uso de estas especies en
la elaboracién de alimento, tanto a nivel artesanal como industrial; a fin de potenciar el creciente
mercado de proteina de insectos y facilitar las legislaciones que algunos paises van adoptando

para permitir su consumo (11).

Por lo que el presente estudio tiene por objetivo determinar experimentalmente el perfil de
aminodcidos esenciales de H. illucens y T. molitor mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia (RP-HPLC), a fin de realizar una comparaciéon en su valor nutricional y su

aplicabilidad en la formulacion de dietas animales sostenibles.

HIPOTESIS
Las especies Hermetia illucens y Tenebrio molitor presentan perfiles aminoacidicos
significativamente diferentes, lo cual influye en su aplicabilidad como sustratos proteicos en la

alimentacion animal.



OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil aminoacidico de harina de larva de Hermetia illucens y Tenebrio molitor

como sustratos proteicos para la alimentacion animal, mediante el método de cromatografia

liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Validar la metodologia de cuantificacion de aminoacidos mediante la técnica RP-HPLC.

2. Determinar la composicion aminoacidica de la harina de larvas de Hermetia illucens 'y

Tenebrio molitor mediante la técnica de RP-HPLC.

3. Comparar la composicion aminoacidica de harina de larva de Hermetia illucens y harina

de larva de Tenebrio molitor.

VARIABLES E INDICADORES

Tabla 1. Cuadro de variables

Tipo de Variable Indicador Subindicador / Categoria
Variable
Especie Taxén Hermetia illucens
Tenebrio molitor
Longitud promedio Peqgeng 6.5 - 9.5 fom
Independiente = Tamafio de larva (o Mediana: 9.50 - 12.50 mm
Grande: 12.50 - 15.50 mm
Etapa del ciclo T. molitor: Estado larval
bio%)(')gico Lizpa.dedasgrollo H. illucens: Larva - 5
Tlp'O d,e . Lisina, Metionina, Valina,
Dependiente Perfil aminoacidico gmlnpamdo otros.
identificado
Concentracion g/100 g de materia seca
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1. MARCO TEORICO

1.1. Insectos como fuente proteica alternativa
Histéricamente, los insectos han sido consumidos por una gran variedad de culturas
alrededor del mundo. Los primeros reportes de consumo de insectos datan del siglo VII
a.c en el Oriente Medio. La FAO (Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion
de las Naciones Unidas) estima que actualmente, se consumen cerca de 2000 especies
diferentes de insectos en mas de 140 paises (12). Algunos de los tipos y familias de
insectos mayormente consumidos son: los coledpteros (escarabajos), los lepiddpteros
(orugas), los himendpteros (avispas, abejas y hormigas), los ortopteros (saltamontes,
grillos y langostas), los hemipteros (cigarras, chinches y cochinillas), los isdpteros

(termitas), los odonatos (libélulas) y los dipteros (moscas) (13).

La ONU estima que para el 2050 la poblacion mundial supere los 9.8 billones (14),
perspectiva que genera preocupacion sobre a capacidad de los recursos agricolas y
ganaderos para alimentar a toda esta poblacion. Ante esta preocupacion, la sociedad se
ve impulsada a desarrollar nuevas fuentes de alimentos para humanos y piensos para
animales, que sean capaces de satisfacer las necesidades nutricionales y puedan
obtenerse de manera sostenible, sin comprometer mas los limitados recursos del planeta.
Dentro de las nuevas alternativas alimentarias exploradas se encuentran los insectos, los
hongos, la carne cultivada y las microalgas o macroalgas. Los insectos son uno de los
grupos que mas popularidad ha ganado en los ultimos afios, gracias a su valor
nutricional, a los beneficios ambientales que presenta, a su capacidad de ser incluida en
una economia circular, y a su flexibilidad para adaptarse tanto a la alimentacion humana

como a la alimentacion animal (12).

1.1.1. Panorama del uso de insectos en la alimentacion animal

La soja y la harina de pescado son las dos principales fuentes proteicas en la
alimentacion de los animales de ganado. Sin embargo, el aumento de los precios y los
conflictos de sostenibilidad que presentan, son dos factores que impulsan la busqueda
de nuevas fuentes de alimentacion proteica para alimentar a los animales de granja. Una
de las principales alternativas para reemplazar a la soja y la harina de pescado son los
insectos, dado que diversos estudios han demostrado que la harina de insectos puede

tener valores proteicos similares a la harina de pescado y la de soja (10).



A pequeiia escala la crianza de insectos para consumo animal se ve enfocada en la
produccion de cebos para pesca, presas para mascotas insectivoras o aplicaciones
medicinales. Algunas especies empezaron a ser criadas en centros de acopio o
investigacion para atender la necesidad cientifica o académica, modelos que fueron

escalando rapidamente hasta llegar a formar plantas a mediana o gran escala (15).

A fin de implementar alimentos hechos a base de insectos en la dieta animal, es
necesario considerar las necesidades nutricionales del animal, asi como la digestibilidad,
palatabilidad e incluso la granulacion. Actualmente, los piensos derivados de insectos
ya han sido incluidos en muchos programas de alimentaciéon animal, gracias a las
alternativas sostenibles que presentan y al hecho de que los insectos forman parte de la
dieta natural de algunos animales, hecho que facilito su inclusiéon (16). Hoy en dia, la
industria de alimentos y piensos a base de insectos produce toneladas diariamente (15).
Los principales productos derivados de insectos son la harina y los aceites, que son
utilizados en la elaboracion de piensos, sin embargo; debido a los altos costos de
produccion y a las bajas cantidades de demanda, las proteinas de insectos aiun siguen
manteniendo un costo alto, que no les permite competir con la harina de pescado o soja;
se espera que este panorama pueda mejorar en los afios proximos, gracias al aumento en
la produccion, disponibilidad, calidad, difusion y consistencia que estos productos estan

teniendo (16).

1.1.2. Ventajas nutricionales y ambientales

Uno de los principales beneficios de la produccion de insectos es su capacidad para
desarrollarse a partir de residuos agricolas y organicos. Los insectos poseen la habilidad
de bioconvertir materia organica residual en productos de valor agregado, lo que los
convierte en una alternativa sostenible dentro de modelos de economia circular. Esta
integracion permite, entre otros beneficios, reducir los costos asociados a la gestion de
residuos y disminuir la dependencia de recursos tradicionales, al aprovechar las
proteinas y grasas obtenidas a partir de insectos como insumos en diversos sectores

productivos (16).

Otro beneficio asociado a la cria de insectos es el aprovechamiento de sus excrementos
y residuos (conocidos como frass) como fertilizante organico. No obstante, aunque
algunos estudios indican que estos subproductos pueden favorecer el crecimiento de

ciertos cultivos, existen reportes que advierten efectos retardantes y adversos cuando el



frass no ha sido adecuadamente tratado o cuando proviene de insectos alimentados con
determinados sustratos. Por ello, es necesario profundizar en la investigacion
relacionada con las especies de insectos utilizadas, asi como con el tipo de sustrato
empleado en su alimentacion, a fin de asegurar una aplicacion segura y efectiva de estos

residuos en la agricultura (12).

En relacion con las caracteristicas nutricionales de los insectos, se ha evidenciado que
estas pueden variar significativamente segun la etapa del ciclo biologico en la que se
encuentre el organismo, asi como en funciéon del tipo de desarrollo que presenta la
especie. En este sentido, existen diferencias nutricionales entre insectos holometabolos
(aquellos con metamorfosis completa) y hemimetdbolos (con metamorfosis
incompleta), lo cual influye en la composicion de sus tejidos y, por ende, en su valor
como fuente alimenticia o proteica. De manera general, los insectos pueden llegar a
tener un alto nivel de proteina, con un perfil aminoacidico capaz de satisfacer las
necesidades humanas como animales. Esta proteina es altamente digerible, por lo tanto;
los insectos pueden ser utilizados como fuente de proteina dietética, y si bien el perfil
aminoacidico de los insectos suele ser bueno, en algunos casos algunos aminoacidos
pueden encontrarse de manera limitada (17). Algunos estudios han demostrado que el
valor nutricional de los insectos comestibles puede llegar a ser mayor que el de la carne

de res, pollo o cerdo; teniendo también un indice de eficiencia proteica mayor (18).

Los lipidos continian como el segundo nutriente mas abundante, variando la
composicion de los acidos grasos en base a la especie, etapa de vida, dieta y género del
insecto. A pesar de que los carbohidratos se encuentran ausentes en el cuerpo de los
insectos, estos cuentan con una alta cantidad de fibra, compuesta principalmente por
quitina y proteinas esclerotizadas del exoesqueleto de los insectos; sin embargo, la
presencia de la quitina disoluble en los insectos puede dificultar el considerarlos como

fuente proteica (17,18).

La dieta de los insectos puede influir la composicion de la mayoria de los nutrientes
presentes en los mismos. La mayoria de los minerales (Calcio, hierro, zinc, potasio,
fosforo, entre otros) se encuentran presentes en los insectos, en cantidades suficientes
como para satisfacer las necesidades nutricionales de los animales, pudiendo ser incluso
mas altas en diferentes especies de insectos. Los contenidos de vitamina A y D son

variables dependiendo de la dieta y radiacion UV-B que el insecto reciba durante su



desarrollo. Las vitaminas E y B se encuentran en concentraciones adecuadas en la

mayoria de las especies de insectos (17).

1.1.3. Insectos aprobados y en estudio para alimentacion animal
En la Tabla 2 se enlistan las principales especies de insectos estudiadas para la
elaboracion de piensos, asi como su nombre comun, la etapa de desarrollo a la que

generalmente son estudiados o utilizados, sus principales caracteristicas nutricionales y

la regulacion existente para la especie.

Tabla 2. Principales insectos utilizados en la alimentacion animal, caracteristicas
nutricionales principales y regulacion

: Etapa de Ap.o.r te Situacion :
Especie nutricional . Referencia
desarrollo oy A regulatoria
principal
70 © {
5570 % prote}ng " Autorizado en la UE
base seca; lipidos para consino
Achgta domfzst.lcus Adulto insaturados;  buen humano y uso en (15,16,19.20)
(Grillo doméstico) perfil de .
g, piensos. Consumo
aminoacidos A [
. tradicional en Asia.
esenciales.
. 0 IS
Tenebrio molitor 560 .A’ prqt_ema, Aprobado en la UE
. buena digestibilidad; . A
(Gusano amarillo Larva . ) para  alimentacion (15,16,19,20)
! bajo contenido de .
de la harina) X animal y humana.
cenizas.
G.ry Hes Proteina elevada y
bimaculatus . iy . ;
: Adulto presencia de lipidos Autorizado en Asia. (16)
(Grillo de campo -
'\, insaturados.
mediterraneo)
Bombyx mori Uso extendido en
- 0, 1 1
(Gusano de la Lat, pupa 50-60% de proteina Asia como (16.21)
y grasa. subproducto de la
seda) .
sericultura.
. Harina de Ilarva Ep 1.nrvest1ga.c1on,
Musca domestica regulacion limitada
, Larva presenta entre 40- N (15,16,19)
(Mosca comun) o . por el riesgo
55% de proteina. . > P
microbiologico.
- , Contenido similar al
Lucilia sericata de Musca domestica No aprobada en la
(Mosca verde Larva . > UE, uso limitado a (16)
con potencial en . .,
botella) . ) mnvestigacion.
bioconversion.
Z‘Zi‘h?rfjt‘; Aprobado para
8 . Larva 50-60% proteina. alimentacién animal (16)
(Escarabajo de las .
; en algunos paises.
flores africano)
Usada y aprobada en
Hermetia illucens Proteina 4045 %; la UE, Asia vy
(Mosca soldado- Larva lipidos ricos en acido  América. Utilizado (15,16,19,20)
negra) laurico (10-20 %) en piensos de peces,

aves y porcinos.




Zophobas morio

Altos niveles de

Uso experimental,

ff}?:?iﬁz)glgame de Larva proteina y lipidos sin aprobacion. (15,19)
Gromphadorhina
portentosa Proteina 35-50 %; .
(Cucaracha de Adulta lipidos moderados. Uso experimental, (15,19)
Madagascar)
Allomyrina
dichotoma Larvas con 40-50 % Consumo tradicional
(Escarabajo Larva proteina; contenido en Asia, no regulado (18)
rinoceronte elevado de quitina.  por la UE.
japonés)
[I;:eo‘f;flt:;s Uso en medicina

, Larvas con 50-60 % tradicional y
seulensiy Larva roteina 4cidos consumo humano en (18)
(Escarabajo de p y

flores de manchas
blancas)

grasos.

Asia, sin aprobacion
en la UE.

En cuanto a la regulacion del uso de insectos en la alimentacion animal, las exigencias
regulatorias de cada pais y las diferencias entre los mismos aun complican la
comercializacion y aceptacion de productos derivados de insectos. La Union Europea
(UE) ya ha aprobado la inclusion de la harina de siete especies de insectos en modelos
de alimentacion para animales de produccion, en el 2017 aprobé el uso de harina de
insectos como alimento para peces, mientras que en el 2021 la aprobd para su inclusion
en la alimentacion de cerdos y aves de corral. Algunas de las especies permitidas para
su uso en la alimentacion de animales de acuicultura y mascotas son: H. illucens,
T.molitor, Musca domestica, Achaeta domesticus, sin embargo; las rigidas legislaciones
europeas respecto al sustrato con el cudl los insectos pueden ser alimentados suponen
una barrera para el crecimiento de esta industria. En Estados Unidos, la regulacion de
los alimentos a base de insectos se encuentra a cargo de la Administracion de Alimentos
y Medicamentos (FDA), organismo que publicéd un reglamento en el que se detallan los
lineamientos para la utilizacion de insectos como piensos. Siguiendo estos lineamientos,
algunos de los insectos que han sido aprobados son: H. illucens, tanto la larva entera
seca como la harina de larva para su uso en salménidos de acuicultura. En Canada, la
Agencia Canadiense de Inspeccion de alimentos aprobd el uso de H. illucens para la
alimentacion de pollos de engorde, salmonidos, patos, gansos y pavos. Las pupas de
gusano de seda y larvas de H. illucens también son vendida como alimentos de mascota

en Canada (22,23).

La situacion en Latinoamérica aun es emergente. En México, la legislacion y normativa

se encuentra especialmente detallada para las especies nativas: gusano del maguey
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(Aegiale hesperiaris), escamoles (Liometopum apiculatum) Yy escarabajos de
longicornios (Cerambicidae). En Brasil, los agricultores y las empresas han empezado
a interesarse en la harina de H. illucens como reemplazo de la harina de soja, sin
embargo; la legislacion brasilefia ain no contempla el uso de insectos como piensos en
la alimentacion animal, por lo que la utilizacién de la harina atin no puede ser usada a
gran escala. En Argentina, ha empezado a surgir el interés de incorporar harina de grillos
en la alimentacion de animales de granja; por lo cual, se presentd una solicitud para
reglamentarlo en el Cddigo Alimentario Nacional, sin embargo; atin no se tienen datos

de una respuesta al respecto (22).

La FAO indica que, gracias a su facilidad de produccion comercial a gran escala 'y a que
son capaces de satisfacer los requisitos dietéticos adecuados, las moscas soldado-negras
y los gusanos amarillos de la harina son las especies de insecto mas prometedoras para

ser aplicadas en la alimentacion animal (12).

1.2. Caracteristicas bioldgicas de las especies de estudio

1.2.1. Hermetia illucens
La mosca soldado-negra (Black Soldier Fly o BSF, por sus siglas en inglés)
Hermetia illucens es una especie de insecto perteneciente al orden Diptera, familia
Stratiomyidae. Es una mosca holometabola (pasa por un proceso de metamorfosis
completa), originaria de américa, pero capaz de adaptarse a climas tropicales y

subtropicales alrededor de todo el mundo (24).

Gracias a la presencia de diversas enzimas digestivas en su intestino, las larvas de
Hermetia illucens pueden alimentarse de una amplia gama de materiales organicos,
que incluyen desde frutas y vegetales en descomposicion hasta carne y excretas de
ganado. Sin embargo, a pesar de su dieta, estas larvas no actian como vectores de
enfermedades; caracteristica que la diferencia de otras especies similares. Estas
cualidades han llevado a que los establos comiencen a criarlas como una alternativa
bioldgica para el control de poblaciones de la mosca doméstica (Musca domestica)

(25).

En la actualidad, sus larvas son consideradas como una alternativa para la
alimentacion de animales menores como aves de corral, cuyes, cerdos y truchas;
gracias a los altos valores nutricionales que estas presentan: entre 37 a 63% de

proteina y un contenido de 7 a 39% de grasa (26-28).
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1.2.1.1.  Ciclo biolégico

El ciclo biologico de la Hermetia illucens (Hi) consta de cinco etapas: huevo, larva,
prepupa, pupa e imago (adulta); con una duracion total del ciclo bioldgico de entre
10 a 45 dias, siendo capaz de extenderse o acortarse en base a las condiciones
ambientales (temperatura y humedad) y de alimentacién a la que se vea expuesta la

mosca durante su periodo de crecimiento (29).

Los adultos de Hi presentan un parecido a las especies del género Hymenoptera
(avispas), con una coloracion oscura y alas de color negro o marrén. Las moscas
adultas pueden llegar a medir 14.0 a 18.5 mm de longitud, solo viven entre 5 a 8
dias. En condiciones esta etapa las moscas no ingieren ningun tipo de alimento,
simplemente se abastecen de agua y las reservas de grasa acumuladas en la etapa
larvaria; durante esta semana las moscas solo se aparearan, a fin de eclosionar la
mayor cantidad de huevos, una hembra de H. illucens puede depositar alrededor de

600 huevos durante toda esta etapa (29,30).

Los huevos de Hi eclosionan aproximadamente 4 dias después de la ovoposicion.
Suelen tener una longitud de entre 1,00 - 1,4 mm, con un didmetro de 0,4 -0,6 mm.
La forma de estos es ovoide alargada, con una coloracion que va de blanco lechoso

a amarillento (29).

Las larvas de H. illucens presentan un color opaco y blanquecino, teniendo una
forma alargada que puede medir entre 0,85 a 30 mm de largo; durante esta etapa las
larvas pasan por cinco estadios larvarios (L1, L2, L3, L4 y L5), que suelen
extenderse entre los 13 a 18 dias. Durante la etapa de larva, estas se alimentan a su
maxima capacidad y acumula grasa que le servira durante la etapa adulta. La etapa
de prepupa dura una semana, etapa en la que la larva empieza a perder motilidad y
busca un espacio seco, protegido y alejado del sustrato para poder empupar.
Finalmente, la etapa de pupa puede extenderse de 10 a 30 dias, dependiendo de las

condiciones ambientales y de alimentacion durante las etapas anteriores (29,31).
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Figura 1. Ciclo bioldgico de la Hermetia illucens
De izquierda a derecha: Larvas en estadio 5, pupa y mosca adulta.

1.2.1.2. Composicion general de la larva

Los estudios realizados para determinar la composicion nutricional de la especie H.
illucens demuestran que la composicion de esta varia durante todo su ciclo
bioldgico, teniendo una mejor disponibilidad de proteinas, aminodcidos, grasas,
vitaminas y minerales durante la etapa larvaria, razon por la cual se escoge esta etapa

para la elaboracion de la harina (32).

De manera general, los datos indican que las larvas pueden poseer entre 39.30 a
48.20% de proteina cruda, entre 25.6 a 38.36% de lipidos, entre 9.5 a 9.95% de fibra,
valores entre 7.25 a 8.25% de cenizas, y un valor de 7.40 a 9.90% de humedad, estos

valores pueden variar segun el tipo de procesado al cual se sometan las larvas (33).

Si bien no hay muchos estudios enfocados en micronutrientes (vitaminas y
minerales) presentes en las larvas de Hermetia illucens, algunos autores han podido
determinar vitamina B1 (Tiamina), vitamina B2 (Riboflavina) y vitamina C (Acido
ascorbico). Los estudios también indican que el contenido de minerales suele
aumentar en las ultimas etapas larvarias y estado prepupal, si bien se ha podido
detectar minerales como Calcio, Potasio, Fosforo, Sodio, Magnesio, Zinc, Hierro;
en la mayoria de los casos los valores son muy bajos; lo que significaria que seria
necesario suplementar estas vitaminas y minerales para poder utilizar las larvas

como alimento (8,33).

1.2.2. Tenebrio molitor
El Tenebrio molitor, llamado comunmente gusano amarillo de la harina o escarabajo

de la harina, es una especie de escarabajo (orden Colioptera, suborden Polyphaga,
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familia Tenebrionidae), distribuido a nivel global y considerado una plaga de

almacenamiento para alimentos como harina, cereales y granos. (34).

Son insectos omnivoros, capaces de alimentarse de plantas o productos provenientes
de animales. Igualmente, este insecto posee la capacidad de reciclar nutrientes
perdidos de los desechos organicos mediante la incorporacion de acidos grasos y
aminoacidos residuales, por lo cual; también puede ser alimentado con desechos
organicos provenientes de la agricultura o ganaderia, volviéndolo una alternativa

para su crianza dentro de economias circulares(35).

Sus larvas, poseen un alto valor nutricional, presentando un alto contenido de
proteinas y grasas. Este insecto puede funcionar como una importante fuente de
proteinas para animales o humanos, debido a su facilidad de crianza, alimentacion
y mantenimiento; asi como el hecho de que pueden ser cosechadas en una etapa
temprana de desarrollo y sus larvas pueden alcanzar un buen tamafio rapidamente

(36).

1.2.2.1.  Ciclo bioldgico

El Tenebrio molitor es un insecto holometabolo, lo que significa que pasa por un
proceso de metamorfosis completa y su ciclo bioldgico posee cuatro etapas: huevo,
larva, pupa y adulta. Al igual que otros insectos, su ciclo se ve afectado por las
condiciones ambientales de su entorno, siendo especialmente afectados por la
temperatura. La bibliografia indica que los 7. molitor son capaces de completar
exitosamente su desarrollo en todos los ciclos a una temperatura 6ptima entre 20 a
30°C. Si la temperatura supera los 30°C, las larvas dejan de crecer. De manera
similar, la temperatura de su entorno afecta la duracién del ciclo bioldgico de los
tenebrios, siendo que la vida del 7. molitor puede extenderse hasta 6.5 meses a una
temperatura de 20°C, pero disminuir hasta 4.6 meses si la temperatura aumenta hasta

30°C (37).

En su estado adulto, son escarabajos color castafio-negruzco, de un tamafo
aproximado de 1 cm, los escarabajos pueden sobrevivir entre 1 o 2 meses. Las
hembras de Tenebrio molitor son capaces de poner entre 300 a 600 huevos durante

toda su vida, los cudles eclosionaran dentro de 3- 9 dias (9).
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Las larvas son de color amarillo, de forma cilindrica y alargada, con pequefias patas
en su torax, capaces de medir hasta 3.5cm aproximadamente. El estado larval se
puede extender entre 1 a 3 meses. Durante esta etapa la alimentacion es vital ya que
los nutrientes y proteinas que reciba pueden afectar el tamafio y cualidades
reproductivas de la edad adulta. Los 7. molitor, son omnivoros por lo que pueden
alimentarse de una diversa variedad de productos de origen animal o vegetal, sin
embargo, para lograr unas 6ptimas condiciones de desarrollo, es recomendable que

la dieta de las larvas esté compuesta por al menos un 20% de proteina (9,37).

Dependiendo de las condiciones ambientales y de alimentacion, una vez que el 7.
molitor haya pasado por entre 13 a 20 mudas se convertird en pupa, un estado de
hibernacion en el que se dard la metamorfosis que los convierta en adultos dentro
de 10 — 28 dias. En condiciones naturales, el ciclo biologico del tenebrio es anual,
dandose el estado de pupa al finalizar el invierno para que el surgimiento de los

imagos sea en primavera (34).

Figura 2. Ciclo biologico del Tenebrio molitor
De izquierda a derecha: larva, pupa y escarabajo

1.2.2.2. Composicion general de la larva

La composicion nutricional del Tenebrio molitor varia seglin el estado de desarrollo,
la dieta y las condiciones de crecimiento; en el caso de esta especie, se puede
observar que, a medida que su ciclo larval avanza, el contenido proteico se reduce y
aumenta la cantidad de lipidos presentes en las larvas, como respuesta a una
acumulacion de energia para entrar al estado de pupa. De manera general, las larvas
de T. molitor contienen entre 40 a 60% de proteinas, y un valor entre 25 a 35% de
lipidos, constituidos principalmente por acidos grasos insaturados como el oleico y

el linoleico (9,38).

Es importante mencionar que las larvas de 7. molitor poseen quitina en proporciones

que van desde el 5 al 10% de la materia seca, lo que puede ser considerado como
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fibra en las dietas animales. Las larvas también son capaces de aportar minerales
como fosforo, magnesio y potasio; y vitaminas como riboflavina (B2), 4cido

pantoténico (B5), biotina (B7) y tocoferol (E) (9,39).

1.3. Elaboracion de harina de insecto
La harina de insecto se presenta como una alternativa con diversas ventajas frente al uso
directo de larvas frescas o de adultos. Su presentacion resulta facil de manipular, con
mayor vida util y propiedades sanitarias. Al mismo tiempo, la harina de insecto mantiene
la calidad nutricional de las especies de origen, lo que la convierte en un sustrato

competitivo y sostenible dentro de la industria alimentaria (40).

La inclusion de harina de insectos en la alimentacioén de animales de produccion requiere
seguir procedimientos y normas especificas durante su elaboracion, con el fin de
adaptarse tanto a las caracteristicas propias de los insectos como a las exigencias

regulatorias vigentes en algunos paises (41).

Dado que uno de los objetivos principales en la produccion alimentaria es ofrecer
productos nutritivos y seguros para los consumidores, es de vital importancia garantizar
la inocuidad de todos los alimentos producidos. Igualmente, en el caso de que los
alimentos sean destinados a la cria de animales de produccion, se debe asegurar el

adecuado valor nutricional de los mismos (6).

Para la elaboracion de la harina de insectos, es fundamental que los sistemas de cria y
produccion se adapten a las particularidades de cada especie, teniendo en consideracion
las caracteristicas de crecimiento, alimentacion, reproduccion y susceptibilidad a
patdgenos de las mismas. De manera general, una de las principales dificultades al
producir harina a partir de insectos es el elevado contenido de humedad de estos (entre
30 a 40%), lo cual requiere implementar un sistema de produccion que garantice la

calidad de producto pero que, a su vez; reduzca los costos del procesado (41).

1.3.1. Procesamiento de larvas para obtencion de harina

La conversion de larvas en harina de insectos suele seguir los cuatro pasos u operaciones
unitarias. El método y la manera en la que cada una de estas operaciones son llevadas a
cabo puede afectar la proteina, disponibilidad de aminoacidos y la estabilidad lipidica

(42).
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1) Sacrificio / desinfeccion: Llevado a cabo con el fin de reducir la carga
microbiana que pueda encontrarse en el tacto intestinal de los insectos (42).

2) Desgrasado: Opcional, realizado en especies con alto contenido lipidico (43).

3) Secado: Paso principal en la elaboracion de harina, el método de secado
utilizado puede afectar la digestibilidad de nutrientes y proteina (43).

4) Molienda: Paso final para producir harina.

1.3.1.1. Métodos aplicados en el procesamiento

Es importante manejar cuidadosamente los métodos involucrados en las etapas de
procesamiento de los insectos. Los métodos térmicos y la degradacion u oxidacion
de compuestos pueden afectar oxidacion lipidica, la cual, a su vez; afecta la

digestibilidad de las proteinas en el producto final (43).

Con respecto a la etapa de sacrificio de los insectos previa a su conversion en harina,
lo ideal es que el proceso sea realizado de la manera mas agil posible, impidiendo
que los insectos sufran estrés que pueda afectar el valor nutricional de la harina que
se obtendrd. Los métodos mas utilizados para sacrificio son los de congelacion, el
escaldado, y la asfixia por CO,. La congelacion consiste en someter a los insectos a
temperaturas bajo cero durante un determinado periodo de tiempo (generalmente -
20°C durante 24 horas) hasta que las funciones vitales de los insectos se detengan,
no reduce la carga de patdgenos ni previene la lipolisis por enzimas. El escaldado
puede usarse tanto como un método de sacrificio o como un método de desinfeccion.
Consiste en sumergir los insectos en agua hirviendo durante un breve periodo, para
seguidamente sumergirlos en agua helada o colocarlos bajo una corriente de agua
fria para detener el proceso térmico; se ha demostrado que al someter los insectos a
escaldado se puede reducir considerablemente el recuento microbiano de los
mismos, e inactivar las enzimas degradativas que esos presentan. No se han
repostado diferencias significativas en la composicion quimica entre las larvas

frescas y las escaldadas (40,42).

El proceso de secado puede abarcar desde métodos tradicionales (asar, freir), hasta
métodos modernos (liofilizacién, microondas). El secado permite aumentar la vida
util de los alimentos ya que reduce el contenido total de agua y, por lo tanto, el
crecimiento microbiano, que es directamente dependiente de este elemento. Para la

elaboracion de harinas, se utiliza principalmente el secado al horno, al microondas

16



o la liofilizacidon. Es necesario elegir un adecuado método de secado seguin la especie
de insecto. Ya que, en insectos con alto contenido de grasa, la liofilizacion puede
afectar la oxidacion lipidica y disminuir la solubilidad proteica. Asi mismo, el
método de secado puede afectar algunos pardmetros de calidad. El secado por horno
o microondas puede resultar efectivo para diferentes especies de larvas de insectos

(42).

El desgrasado puede ser realizado de manera parcial o completa, y puede influir en
la formulacidn de alimentos ricos en proteinas. La grasa extraida puede ser utilizada
para otros fines. Las técnicas de desgrasado pueden ser mecanicas o ser realizada
mediante extraccion por medio de solventes organicos. Los métodos con solventes
pueden ser caros, y en algunos casos; los solventes pueden ser toxicos. La extraccion
mecanica de los lipidos mediante prensado permite obtener harina con un buen perfil

nutricional, por lo que es mas utilizada que el método por disolventes (40).

La molienda de los insectos previamente desecados y desgrasados suele llevarse a
cabo en molinos. Este método no suele interferir con las propiedades nutricionales
de la harina. Lo que si es importante considerar es la limpieza e higiene de los
equipos utilizados en la molienda. Para poder conservar correctamente las
propiedades de la harina, es recomendado almacenar la misma a -20°C después del

proceso de molienda (40,42).

1.3.1.2.  Consideraciones para conservar perfil de aminoacidos

Algunas investigaciones sugieren que el método de desecado podria influir en el
perfil aminoacidico, alterando los aminoacidos predominantes y los limitantes en
las muestras. Algunas investigaciones demuestran que las larvas de H. illucens
desecadas por microondas tuvieron niveles mas altos de acido glutdmico y a la
valina como el aminodcido limitante; mientras que las larvas secadas mediante
desecado convencional (horno a 60°C) presentaron niveles menores de lisina y al
acido aspartico como el aminoacido predominante. Sin embargo; la diferencia entre
los valores no alter6 significativamente el valor nutricional total, influyendo mas

que todo en el sabor y la palatabilidad de estos (44).

Igualmente, para conservar el perfil aminoacidico de la harina de larva de insectos,
y el valor nutricional en general; no solo es necesario mantener un correcto manejo

de las técnicas durante el proceso de elaboracion, también es necesario cuidar la
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alimentacion de las larvas durante el proceso de cria. Es por ello, que es necesario
desarrollar una dieta especifica para cada especie de insecto, que maximice la
produccion de biomasa por las larvas pero que también, al mismo tiempo, reduzca

el tiempo de desarrollo (45).

Sin embargo; en el caso de insectos holometabolos, como lo son H. illucens y T.
molitor, la composicion de aminoacidos no se ve significativamente afectada por la
dieta, sino que es determinada por la etapa de vida en la que se encuentre el insecto
(17). Aun asi, para el correcto crecimiento de los insectos se tienen algunas
consideraciones dietéticas a cumplir: en el caso de las larvas de Hermetia illucens,
la dieta debe incluir una proporcion de proteina: carbohidrato de 1:2 o 1:3;
mientras que para las larvas de Tenebrio molitor, los estudios indican que una dieta

adecuada debe considerar entre un 80-85% de carbohidratos (45,46).

A nivel industrial, el procesamiento de insectos también presenta diversos desafios
que pueden influir en la calidad y aprovechamiento de las harinas y su capacidad
proteica. Uno de los principales problemas es la oxidacion lipidica, proceso en el
cual los lipidos reaccionan con el oxigeno causando subproductos que implican la
pérdida de nutrientes, suele darse frecuentemente gracias al alto contenido de 4cidos
grasos de las especies H. illucens y T. molitor. Para reducir este efecto se utilizan
estrategias como el desgrasado previo, la incorporacién de antioxidantes en el
producto final, asi como controles rigurosos de humedad y temperatura durante el

secado (47).

Otro aspecto para considerar es la digestibilidad real de las proteinas, la cual se
puede ver afectada por la presencia de quitina. Asi mismo, los tratamientos térmicos
muy intensos pueden causar desnaturalizacion en aminoacidos sensibles como la
lisina o el triptofano. Por lo que es necesario encontrar un método adecuado, que
permita eliminar la humedad, conservando el valor nutricional y la integridad de los

aminoacidos (48).

Finalmente, es necesario considerar los costos energéticos y la eficiencia que un
escalamiento industrial del proceso conllevaria. Una ligera variabilidad en las
condiciones de cria y procesamiento podria generar diferencias importantes en la

composicion final (49).
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1.3.2. Comparacion general entre harinas de H. illucens y T. molitor

Al comparar las harinas de larva de H. illucens y T. molitor se puede observar que ambas
presentan un elevado contenido proteico, siendo la mayor diferencia el contenido
lipidico, que es mas alto en el caso del 7. molitor, aunque resulta importante destacar
que mientras los lipidos presentes en 7. molitor son, predominantemente, dcidos grasos
insaturados (4cido oleico y linoleico); en el caso de H. illucens, el contenido de lipidos
es predominantemente de acidos grasos saturados, especialmente el acido laurico
(9,32,50). En cuanto a minerales, se puede destacar que H. illucens contiene un mayor
contenido de calcio que su contraparte, mientras que 7. molitor presenta valores mas

equilibrados de fosforo y magnesio (38,39).

En cuanto al perfil aminoacidico de ambas harinas, se reporta que ambas cuentas con la
presencia de todos los aminodcidos esenciales, aunque con diferencias en sus cantidades
y proporciones. Hermetia illucens tiene mayor concentracion de lisina y treonina;
mientras que, Tenebrio molitor posee mayores niveles de lisina y leucina. Ambas

harinas poseen concentraciones bajas de metionina y triptéfano (9,32,45,50).
En la Tabla 3, se puede observar la comparacion general entre ambas harinas de larva.

Tabla 3. Comparacion de perfiles nutricionales de harinas de larva de Hermetia illucens
y Tenebrio molitor

Nutrientes Hermetia illucens Tenebrio molitor Referencias
Proteina (%) 33-55 45-60 (9,32,38,50)
Lipidos totales 15-25 25-35 (9,45,51,52)
(%)

Cenizas (%) 10-15 2-5 (38,39,50)
Quitina (%) 5-8 5-10 (38,51)
Minerales Ca, P, K, Mg P, Mg, K, Fe (9,38,39)
destacados
Vitaminas Vitamina E, Complejo B (B2, (17,39)
reportadas Complejo B (en B3, BS5, B7),

pequenas vitamina E

cantidades)
Perfil lipidico Predominio de Predomino de (9,52)

acidos grasos acidos grasos

saturados (4cido mono y

laurico y 4cido poliinsaturados

miristico) (acido oleico y

acido linoleico)

Perfil Concentraciones  Perfil mas (9,50)
aminoacidico mayores de lisina, equilibrado. Posee

treonina, y leucina
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(con valores que mayores de lisina,
varian entre el 1.0 valina y leucina
— 45% de la (pueden alcanzar
materia seca) valores de entre el
1.5% — 5.7% de la
materia seca)

1.4. Aminoacidos y su relevancia en la nutricion animal
Los aminoacidos son compuestos organicos que pertenecen al grupo de los carboxilicos,
en los cuales un grupo amino sustituye a un atomo de hidrégeno en la cadena lateral
especifica. Estan presentes en todas las células vivas, ya que desempenian funciones
esenciales: por un lado, actian como unidades estructurales de las proteinas, al unirse
entre si mediante enlaces amida para formar cadenas polipeptidicas; y por otro,
intervienen como productos del metabolismo celular, participando en maultiples

procesos vitales para el equilibrio interno de la célula (53).

Aunque en la naturaleza existen mas de 500 aminoécidos distintos, solo 20 de ellos
participan en la conformacion de las proteinas en los organismos animales. Estos
aminodcidos tienen la capacidad de unirse entre si mediante enlaces amida, formando
largas cadenas que dan origen a péptidos y proteinas. En general, una proteina esta
compuesta por al menos 50 aminoacidos, aunque lo mas comun es que contenga entre

100 y 300 unidades (54).

En los organismos animales la principal fuente de aminoacidos proviene de las proteinas
ingeridas en la dieta. Al ser compuestos esenciales que participan en la regulacion de
diversas funciones metabolicas celulares, la inclusion de los aminoacidos es importante
en la alimentacion, ya que su deficiencia podria causar diversos problemas de salud en
el organismo del animal, que van desde problemas en el crecimiento, la nutricion, la
reproduccion o la respuesta inmune, hasta enfermedades mas graves como afecciones

hepaticas o cardiovasculares(54).

Algunas de las funciones mas importantes de los aminoacidos en las especies de

animales productivos, se listan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Funciones de los aminoacidos en la nutricion y el metabolismo animal

Categoria funcional Funciones especificas de los aminoacidos

Sintesis y estructura Componentes basicos en la formacion de proteinas y
péptidos; sintesis de enzimas; sintesis de colageno;
formacion de plumas en aves.

Metabolismo y energia Regulacion del metabolismo energético; activacion de
la oxidacién de la glucosa y acidos grasos; inhibicion
de la sintesis de glucosa y lipidos; participacion en el
transporte de aguas, proteinas, glucosa, acidos grasos,
vitaminas y minerales.

Funciones celulares y Sefalizacion celular; metilacion del ADN; sintesis de

moleculares ADN y ARN.

Sistema inmunitario Modulacién de respuestas inmunitarias; participacion
en la recuperacion de lesiones.

Reproduccion y Regulacion de la produccion de leche; regulacion de

desarrollo la fertilidad, del crecimiento y del desarrollo fetal.

Sistema endocrino y Sintesis y  secrecion  hormonal;  funciones

nervioso neuroldgicas; sintesis de neurotransmisores.

Funciones fisioldgicas Regulacion del flujo sanguineo y de la funcion

adicionales cardiovascular; funciones digestivas; pigmentacion,

osmorregulacion; funciones en el proceso de
metamorfosis de los peces.
Nota: Adaptado de Wu et al, 2014 (55).

Los requerimientos de aminoacidos varian entre las diferentes especies de animales de
produccion y, a su vez, pueden verse modificados segiin la edad y el sexo de los
animales, y diversos factores especificos tales como: la dieta, el estado fisioldgico
(embarazo, lactancia, actividad hormonal); la presencia de patologia y hasta condiciones
ambientales. Es gracias a ello que resulta necesario formular dietas y productos
adaptados a las necesidades de cada especie productiva. La alimentacién con una mezcla
especifica de aminoécidos es esencial para garantizar la salud de los animales y evitar

un desperdicio de la proteina (55,56).

1.4.1. Aminoacidos esenciales y no esenciales

Los 20 aminoacidos capaces de sintetizar proteinas en los organismos animales se
dividen en dos grupos: aminoacidos esenciales y aminoacidos no esenciales. La
diferencia entre ambos grupos radica en la capacidad del ser humano de sintetizarlos o
no. Mientras que el cuerpo humano es capaz de sintetizar los 11 aminoacidos no
esenciales; los 9 aminodcidos esenciales deben ser adquiridos por medio de la dieta (54).

En la Tabla 5 se detallan los aminoacidos esenciales y no esenciales.
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Tabla 5. Aminoacidos esenciales y no esenciales

Aminoacidos esenciales Aminoacidos no esenciales
Arginina * Alanina
Histidina Asparagina
Isoleucina Acido aspartico
Leucina Acido glutamico
Lisina Cisteina
Metionina Glutamina
Fenilalanina Glicina
Treonina Prolina
Triptéfano Serina

Valina Tirosina

El caso de la arginina es singular, ya que; si bien en humanos se considera un aminoacido
no esencial, es decir; el cuerpo humano puede sintetizarlo; en el caso de algunos
animales de produccion, especialmente aves, animales jovenes y rumiantes, los cudles

pueden ser incapaces de sintetizarlo completa o parcialmente (57,58).

1.4.2. Requisitos aminoacidicos en animales productivos

Actualmente, la calidad de las proteinas, definida también como la idoneidad nutricional
de las proteinas alimentarias para favorecer la salud y el crecimiento, se evaltian
mediante el andlisis de la composicion de aminoécidos (59). Tal como se muestra en la
Tabla 4, los aminoacidos no solo participan en la sintesis de proteinas, sino que también
desempefian funciones clave en la sefializacion celular, la regulacion de la expresion
génica y en la modulacion de cascadas de fosforilacion de proteinas. Ademads, actiian
como precursores fundamentales en la biosintesis de hormonas y otros compuestos
nitrogenados. No obstante, es crucial mantener un equilibrio adecuado entre los
aminoacidos obtenidos a través de la dieta y los presentes en la circulacion sanguinea,
ya que un exceso de estos compuestos y sus derivados puede inducir efectos patologicos,
como estrés neuroldgico, dafio oxidativo celular e incluso enfermedades
cardiovasculares. En el caso de los animales de produccion, diversos estudios han
evidenciado que la suplementacion con aminoacidos esenciales, no esenciales y
funcionales puede favorecer pardmetros productivos como el desarrollo muscular, la
produccion lactea, la calidad de la carne y los huevos, ademds de contribuir a la

reduccion de grasa corporal y adiposidad en determinadas especies (60).

Los requerimientos aminoacidicos en animales productivos no solo varian de acuerdo

con la especie, sino también en base a diversos factores fisioldgicos y ambientales.
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Algunos de estos son: la etapa de desarrollo, el nivel energético, las interacciones entre

aminodcidos y la digestibilidad real de la fuente proteica (61).

En aves, los requerimientos varian segiin la etapa de desarrollo y el objetivo de la
produccion (engorde o ponedoras). Los pollos de engorde requieren dietas que
contengan entre 1.0 — 1.2% de lisina, 0.4 — 0.5% de metionina, 0.7 — 0.8% de treonina
y 0.18 — 0.2% de triptofano. En cuanto a las gallinas ponedoras, la metionina es un

aminodacido critico para la produccion de los huevos y la sintesis de plumas (58).

Los porcinos en crecimiento requieren un 0.9 — 1.1% de lisina, con proteinas de
metionina y cisteina de entre el 55 - 60% de la lisina. Estos requerimientos se ven
aumentados en etapas de lactancia, gestacion, o de rapida deposicion proteica (57). En
cuanto a peces y crustaceos, la demanda de aminoacidos es mas elevada: 5.5 — 6.0% de

lisina en la proteina de la dieta, y 2 — 2.5% de metionina y cisteina (62).

1.4.3. Aporte de las harinas de insectos al perfil aminoacidico deseado

Al comparar la harina de insectos con las principales fuentes proteicas en la
alimentacion animal, se sabe que las fuentes de proteina vegetal suelen ser deficientes
en algunos aminoacidos esenciales como: lisina, metionina y leucina; mientras que los
insectos son ricos en aminoacidos esenciales de buena calidad; por lo tanto, las harinas
de insectos pueden perfilarse como una alternativa al uso de harina de soja o maiz (63).
En cuanto a la harina de pescado, la mayoria de las harinas de insectos no demuestra
una ventaja nutricional sobre la harina de pescado, sin embargo; algunas especies
demuestran ser mas ricas en determinados aminodcidos: como es el caso de un valor
mas alto de metionina en Musca domestica y hasta cuatro veces mas histidina en H.

illucens (10,63).

Los valores proteicos y aminoacidicos presentados por las harinas de insecto han
permitido que estas sean consideradas como alternativas para alimentar animales. Para
tener un valor de referencia, algunos autores usan el indice de aminoacidos esenciales
(EAALI, por sus siglas en inglés), el cual es un valor que relaciona la cantidad de
aminoacidos presentes en la fuente con los requerimientos descritos para el animal de
interés. Al calcular este valor para determinadas harinas de insectos, los investigadores
han podido determinar que las harinas de Hermetia illucens 'y Tenebrio molitor llegan a

cumplir los requerimientos en pollos de engorde y cerdos (64).
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1.5. Técnicas analiticas para determinacion de aminoacidos
Dado que la mayoria de los aminoacidos son moléculas alifaticas sin fluorescencia ni
absorcion UV, su andlisis suele resultar dificil (65). Por lo tanto, los métodos empleados
para la determinacion de aminodcidos deben ser capaces, de identificar tantos
aminoacidos primarios como secundarios, con un grado de especificidad que puede

variar segun el tipo de muestra analizada (66).

Entre las técnicas mas utilizadas se encuentran los métodos electroforéticos, quimicos y
cromatograficos, los cuales permiten obtener resultados tanto cualitativos como
cuantitativos (66). Algunos de los métodos utilizados para cuantificar aminoacidos son
electroforesis, resonancia magnética nuclear, cromatografia liquida, espectrometria de

masa o cromatografia de gases (65).

De manera general, el analisis de aminoacidos se suele dividir en las siguientes
operaciones (59):

1) Hidrdlisis de los aminoacidos de la estructura proteica

2) Separacion de los aminoacidos

3) Deteccion y cuantificacion de los aminoéacidos separados

La eleccion del método mas adecuado depende de las ventajas y limitaciones que
presenta cada técnica, las cuales influyen directamente en la precision, consistencia y

aplicabilidad del analisis.

1.5.1. Métodos clasicos vs. Cromatograficos

Una de las técnicas mas utilizadas para la determinacion de aminoacidos es la
cromatografia liquida de intercambio i0nico, la cual se basa en la interaccion de los
grupos idnicos presentes en la muestra con un soporte de naturaleza acida. La separacion
de los aminoécidos se lleva a cabo en etapas, comenzando por los acidos, seguidos de
los hidroxilados, luego los neutros y finalmente los basicos. Este procedimiento requiere
una derivatizacion post-columna con ninhidrina, lo que permite su deteccion mediante
absorbancia en la region UV-visible. A pesar de ofrecer resultados confiables, esta
técnica presenta limitaciones como largos tiempos de preparacion y andlisis, asi como

una sensibilidad reducida frente a ciertos tipos de muestra (67).
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Por otro lado, la cromatografia de gases (GC) también ha sido empleada para el analisis
de aminoacidos, destacando por su alta sensibilidad, resolucion y rapidez. Sin embargo,
el procedimiento de derivatizacidon necesario para volatilizar los aminoacidos, junto con
la exigencia de grandes volumenes de muestra y procesos de extraccion complejos, ha
restringido su aplicacion practica y ha favorecido la adopcion de técnicas basadas en

HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion) (68).

Asimismo, otras metodologias empleadas incluyen la electroforesis capilar (EC) y la
resonancia magnética nuclear (RMN). La EC permite el analisis de volimenes minimos
de muestra y separa los aminoacidos mediante su derivatizacidon con isotiocianato de
fluoresceina. No obstante, requiere tiempos prolongados de preparacion y presenta
limites de deteccion bajos, lo que limita su utilidad en algunos casos. Por su parte, la
RMN permite detectar una variedad de compuestos presentes en las muestras, por lo
que se utiliza principalmente en matrices complejas o cuando se busca realizar un

analisis mas amplio y general (67).

1.5.2. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
La cromatografia liquida de alta resolucion (High Density Liquid Chromatography
o0 HPLC) es una técnica de determinacion, cuantificacion y purificacion de diversos
compuestos, teniendo bastante aplicacion en las ciencias biofarmacéuticas (69). Es
actualmente la técnica mas utilizada para la determinacion y cuantificacion de

aminoacidos en diferentes muestras.

Los resultados obtenidos por un HPLC se expresan en un cromatograma, un registro
gréafico en dos dimensiones que demuestra como los analitos eluyen de una muestra
alo largo del tiempo. En un cromatograma de HPLC, el eje X es la medida de tiempo
(generalmente minutos), el eje Y mide la respuesta del detector (intensidad de sefial,
absorbancia, fluorescencia, conductividad) y los picos representan a cada uno de los

compuestos analizados (70).
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Figura 3. Ejemplo de un Cromatograma de HPLC. Cada pico corresponde a
un compuesto diferente identificado en la muestra.
Nota: Extraido de Thermo Fisher Scientific (71).

La principal ventaja del HPLC, una de las razones por las cudles es una de las
técnicas analiticas mas usadas actualmente, reside en la aplicabilidad de la técnica a
diversos tipos de analitos. El HPLC es capaz de analizar desde pequefias moléculas
organicas o iones hasta biomoléculas y polimeros (72). En la Tabla 6 se detallan

otras ventajas de la técnica de HPLC, asi como las limitaciones de esta.

Tabla 6. Ventajas y limitaciones de la técnica de HPLC

Ventajas Limitaciones

» Aplicable sobre una amplia diversidad | » Menor eficiencia de separacion que la
de analitos y tipos de muestras cromatografia de gases capilar

» Analisis cuantitativo, preciso y » Ausencia de un detector universal ideal,
altamente reproducible solo se pueden detectar compuestos

» Deteccion sensible cromoforos

» La operacion es flexible, personalizable | » Dificil para principiantes, manipular el
y automatizable equipo requiere capacitacion técnica

» Alta capacidad de separacion y » Los costos de reactivos y equipos
recoleccion de los compuestos pueden ser elevados

separados; pudiendo ser usada en
purificacion de muestras
» Flexible con variedad de técnicas
(Cromatografia por particion,
adsorcion, intercambio de iones y
exclusion molecular)
Notas: Adaptado de Suarez et al, 2018 (69); Dong, 2013 (72); Timchenko, 2021

(73).
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1.5.2.1. Fundamentos del método HPLC y RP-HPLC

El fundamento de la técnica de HPLC se da gracias a la interaccion de dos fases con
la muestra de interés. Las dos fases que participan son: una fase moévil liquida cuya
funcion es transportar la muestra por medio de la fase estacionaria, que funciona
como soporte. Las fuerzas fisicas y quimicas de los componentes de la muestra
determinaran la velocidad de separacion de los componentes de la mezcla. De
manera general, los elementos con mayor afinidad con la fase estacionaria se
desplazaran mads lentos que aquellos que no posean esta afinidad, dando como

resultado la separacion de los componentes (69).

El equipo de HPLC debe ser capaz de realizar este proceso y genera un resultado.
Generalmente, se compone de los siguientes instrumentos:

» Reservorio: Recibe su nombre ya que es donde se almacena la fase movil
(las cual suele ser una mezcla liquida de sustancias). Pueden requerirse mas
de uno si es que el proceso requiere un gradiente de concentracion. También
suele tener un desgasificador, que elimina todo el gas que pueda haber en
el reservorio antes de bombearlo para el proceso (69,74).

» Bomba: Encargada de succionar la fase movil del reservorio y transportarla
a flujo constante a través del inyector, la columna y el detector (74).

» Inyector: Permite que la muestra sea introducida en la fase movil. Debe ser
capaz de funcionar de manera exacta y precisa durante todo el proceso, a
fin de evitar errores en los resultados (74).

» Horno (Columna): Mantiene y regula la temperatura de la columna, la cual
influye directamente en la selectividad y retencion de la muestra. La
columna es un tubo de acero inoxidable donde se encuentra la fase
estacionaria, es la encargada de realizar el proceso de separacion en el
HPLC (69).

» Detector: Encargado de detectar variaciones en los efluentes de la columna
y transmitirlos al registrador en forma de sefiales eléctricas. Pueden ser
selectivos o universales y pueden medir tanto sefiales fisicas como quimicas
de la mezcla o de los eluyentes (69).

» Registrador: Recolecta las sefiales procedentes del detector y genera un

cromatograma que permita al usuario o sistema interpretarlas (69).
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Los equipos de HPLC se pueden clasificar de diferentes maneras, segun el modo en

el que estos operan, o en el principio de separacion que utilizan, algunas de estas

clasificaciones son:

» Fase normal: También llamado NP-HPLC por sus siglas en inglés. La fase

estacionaria es polar, mientras que la fase movil es apolar, por lo tanto; los

analitos se separan en base a su polaridad. Generalmente utiliza silice como

la fase estacionaria y algun compuesto no acuoso como la fase movil. Fue

uno de los primeros modelos de HPLC creados (75).

» Fase reversa: Conocido como RP-HPLC. Utilizado para analizar muestras

con sustancias neutras o no ionizadas, solubles, que se encuentran en

mezclas de compuestos organicos o agua. La fase estacionaria es apolar,

mientras que la fase movil es un liquido moderadamente polar,

generalmente una mezcla de agua con metanol o agua con acetonitrilo. Es

el método mas utilizado (69).

» Cromatografia de intercambio ionico (IC): Se utiliza cuando los

compuestos presentan caracteristicas ionicas o ionizables, generalmente

siendo bases o cationes. Se basa en la atraccion entre los iones del soluto y

cargas unidas a la fase estacionaria, los solutos con la misma carga que los

sitios de unién de la columna no se uniran a la misma, mientras que los

solutos con la carga opuesta se veran atraidos por la misma. Los solutos

retenidos por la columna pueden ser separados se la misma al cambiar las

condiciones del solvente, por lo que este tipo de cromatografia suele

utilizarse en purificaciones y preconcentraciones (75).
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1.5.2.2. Deteccion de aminoacidos mediante HPLC

Para lograr la deteccion y cuantificacion de los aminodcidos que componen las
proteinas alimentarias es necesario modificarlos quimicamente en un compuesto
capaz de ser reconocido por el HPLC, es decir; es necesario convertirlos en
derivados capaces de emitir o absorber fluorescencia en el rango de longitud de luz
ultravioleta — visible (UV-vis) (76). Este proceso es llamado derivatizacion de

aminoacidos.

Se han estudiado diferentes reactivos para poder llevar a cabo la derivatizacion, cada

uno con sus diferentes ventajas y desventajas.

» Ninhidrina: Se usa para la derivacion post-columna de aminoéacidos
separados por HPLC, lo que permite que sean detectados dentro de la region
visible. Fue una de las primeras metodologias descritas y constituyo la base
muchos analizadores comerciales, sin embargo; con el avance de los estudios
y las metodologias fue dificil adaptarlo a usos mas complejos (76).

» Cloruro de Dansilo: Puede formar complejos fluorescentes con los
aminoacidos, sin embargo; carece de selectividad pues se puede unir a
cualquier grupo hidroxilo (-OH) y aminas primarias (NH2). Adicionalmente,
requiere temperaturas altas y posee tiempos de reaccion largos (76).

» Cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (FMOC-CI): Reacciona rapidamente
con los aminoécidos, formando complejos fluorescentes altamente estables.
La desventaja de este método es que necesita excesivas cantidades de
reactivo, que luego deben ser extraidos de la mezcla para no interferir con
los resultados lo que a menudo trae consigo la hidrélisis o pérdida de los
aminoacidos (76).

» O-ftalaldehido (OPA): Reacciona con aminoacidos primarios a
temperatura ambiente, formando rapidamente isoindoles altamente
fluorescentes. Su desventaja es que posee una baja reactividad con los
aminoacidos secundarios. Debido a esto, suele ser utilizado junto al FMOC,
que se encarga de reaccionar con los aminoacidos secundarios (77).

» Fenilisotiocianato (PITC): Reacciona tanto con aminoacidos primarios
como con secundarios, produciendo derivados de feniltiocarbamilo (PTC)

estables y capades de ser detectados por ultravioleta a una longitud de onda
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de 254nm. Su desventaja es que, en comparacion con los otros métodos

mencionados, posee una baja sensibilidad (76).

En adicion a la derivatizacion, la hidrélisis proteica de las muestras es un paso muy
importante en el analisis de aminodcidos. La primera hidrolisis 4cida realizada fue
llevada a cabo en 1820, cuando Baconnot utilizo 4cido sulfurico para hidrolizar
gelatina, lana y fibras musculares. A partir de entonces muchas metodologias han
sido evaluadas con el propdsito de hidrolizar las proteinas y conseguir aminoacidos.
Actualmente, la mayoria de las técnicas de hidrolisis utilizan acido clorhidrico a
diferentes temperaturas y en condiciones de vacio, sin embargo; la hidrélisis acida
es un proceso que puede ocasionar pérdidas de enlaces amida y de algunos
aminodcidos como serina, treonina y tirosina. A fin de evitar estas pérdidas, alin se

investigan metodologias para optimizar la hidrdlisis de las muestras a analizar (77).

1.5.2.3. Parametros criticos para cuantificacion

Para lograr el andlisis exacto de un compuesto, es necesario seguir algunos
parametros estandar. Si se produce un cambio en alguno de los mismos, el resultado
se puede ver afectado (75). Para garantizar que los resultados obtenidos en el HPLC

son favorables, algunos de los parametros para tener en cuenta son:

» Tiempo y volumen de retencion: El tiempo de retencion se define como el
intervalo (generalmente medido en minutos) comprendido entre la inyeccion
de la muestra en el sistema hasta la elucion del analito. Se determina en el
maximo apice del pico cromatografico. Es generalmente utilizado para la
identificacion de un compuesto en una mezcla, tras haber establecido
previamente el tiempo de retencion de un estdndar de referencia. Por su
parte, el volumen de retencién se define como el volumen de la fase mévil
necesario desde el momento de inyeccion hasta el tiempo de retencion de u
analito (78).

» Eficiencia y selectividad: La eficiencia sirve para cuantificar el rendimiento
de una separacion, demuestra la capacidad del HPLC para producir picos
angostos, simétricos y definidos. Mientras que la selectividad es la habilidad

del equipo para separar dos analitos (75).
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» Resolucion: Mide la separacion entre los picos adyacentes del
cromatograma, refiriéndose a la capacidad para distinguir entre picos

diferentes (78).
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CAPITULO II
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Lugar de ejecucion

La investigacion se llevo a cabo en la ciudad de Arequipa, provincia y distrito del mismo
nombre. Geograficamente ubicada entre las coordenadas 14°36'06” y 17°16'54" de Latitud
Sur, y 70°5024" y 75°05'52" de Longitud Oeste. Arequipa se encuentra ubicada a mas de
2,300 metros sobre el nivel del mar presenta un clima seco, con baja humedad y escasas
precipitaciones pluviales. La temperatura promedio anual es de alrededor de 14°C, pero
puede oscilar entre los 9°C y los 23°C, con variaciones significativas a lo largo del dia y del

ano (79,80).

Las larvas de Hermetia illucens utilizadas en este proceso fueron obtenidas en la planta
piloto ubicada en el fundo “La Catodlica” de la Universidad Catodlica de Santa Maria,
localizada en el Pedregal, distrito de Majes, Provincia de Caylloma departamento de
Arequipa, cuyas coordenadas geograficas son: Latitud: -16.3533. Longitud: -72.2472
Latitud: 16° 21' 12" Sur. Longitud: 72° 14' 50" Oeste (81).

Las larvas de Tenebrio molitor fueron recolectadas de la planta piloto de produccion de
larvas de Tenebrio, localizado en el laboratorio E-404 de la Universidad Catolica de Santa

Maria.

Para el procesamiento de las muestras se trabajaron en los laboratorios de biotecnologia
ambiental y de analitica, ubicado sen los ambientes F-408 Y F-409 del instituto
INNOVERGY, localizados en la Universidad Catolica de Santa Maria.

2.2. Materiales
2.2.1. Material Bioldgico
> Larva de Hermetia illucens

» Larva de Tenebrio molitor

2.2.2. Insumos y reactivos
» Estandares de referencia de aminodcidos AAS18, marca Sigma-Aldrich
» Reactivo derivatizante fenilisotiocianato (PITC), marca Sigma-Aldrich

> Acido acético glacial

33



YV V. V V V V

2.2.3.

V V. V V V V VYV V

Y VYV
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Acetonitrilo, grado HPLC
Trietanolamina (TEA)

Acido clorhidrico

Metanol

Trihidrato de acetato de sodio

Fosfato de sodio

Aparatos y Equipos

Tubo de ensayo 20 ml con tapon rosca, 16 x 150 mm PYREX

Tubo de ensayo de vidrio de 13x10mm

Tubos eppendorf de 1.5 ml

Filtro Whatman #41

Matraz Kitasato 250 ml

Embudo Biichner

Viales de HPLC de 10x5 mm

Cromatografo i6nico acoplado a RP-HPLC — Marca: Thermo Fisher Scientific
(Dionex UltiMate 3000), Modelo: ICS-6000 HPIC System

Micropipeta de 100 y 1000 ul

Tips para 100 y 1000 ul

Sistema de purificacion de agua — Marca: ELGA LabWater (Veolia), Modelo:
PURELAB Quest (PQDIUVM1), Serie: PQ00021446

Tanque de N»

Bomba de Vacio — Marca: Isolab, Modelo: 622.12.001

Estufa — Marca: MMM Medcenter Einrichtungen GmbH, Modelo: Venticell
111-ECO line (VC111ECO)

Balanza analitica - Marca Sartorius, Modelo: Entris 224-1S

Hot-Plate — Marca: DLAB, Modelo: MS-H280-Pro

Olla

Equipo estrujador, prensa eléctrica de aceite — Modelo: HT-868
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2.3. Métodos

2.3.1. Validacion de la metodologia de cuantificacion de aminoacidos

2.3.1.1.  Linealidad

La linealidad se evalu6 mediante la elaboracion de la curva de calibracion de la
solucion estandar. Para esto, se tomaron 5 puntos de referencia, utilizando alicuotas
del estdndar a diferentes volimenes (10 pL, 20 pL, 30 puL, 40 uL y 60 pL). Estas
alicuotas fueron sometidas al proceso de derivatizacion explicado en la seccion
2.3.2.4, para seguidamente, ser analizados en el RP-HPLC mediante el
procedimiento explicado en la seccion 2.3.2.5. Con los resultados obtenidos se
elaboraron las curvas de calibracion para los 16 aminoacidos presentes en el
estandar. Para cada aminodacido, se graficé la concentracion del estdndar utilizado
en el eje X frente al area del pico obtenida mediante el anélisis por RP-HPLC en el
eje Y, con el fin de establecer la relacion entre la respuesta del detector y la cantidad
de analito presente en la muestra. La elaboracion de la grafica se llevd a cabo en el

software Microsoft Excel.

2.3.1.2.  Eficiencia

En base a la curva de calibracion elaborada, se calculd la eficiencia analizando el
factor R? de las curvas de calibracion elaboradas en la seccidon anterior. De esta
manera se pudo evaluar el grado de ajuste entre los valores experimentales obtenidos
y los valores predichos por el modelo lineal (82). Este andlisis fue realizado

utilizando el software Microsoft Excel.

2.3.1.3.  Precision

Para calcular la precision, se evalud la repetibilidad. Para ello, se repitio el
procedimiento de la seccion 2.3.1.1 y se volvieron a analizar muestras de un
volumen especifico de estdndar de aminodcidos. Se analizaron estos resultados por
tres dias consecutivos. Con los resultados obtenidos, se calcularon concentraciones
de cada aminodcido, y se pudo expresar la precision calculando el coeficiente de
variacion o desviacion estandar relativa (%RSD), utilizando la siguiente ecuacion
(82).

SD

%RSD = 5

Donde: SD: Desviacion estandar
X : Media Aritmética
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Para realizar los célculos se utilizd el programa Microsoft Excel.

2.3.1.4. Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ)
El limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) fueron calculados
a partir de la desviacion estandar de las areas de pico obtenidas en la secciéon 2.3.1.3

(82). Para ello se utilizaron las siguientes ecuaciones:

LoD =332
=333

L00 = 102
Q= S

Donde: o = desviacion estandar de la respuesta
S = Pendiente de la curva de calibracién

Los calculos se llevaron a cabo en Microsoft Excel.

2.3.2. Caracterizacion y determinacion de la composicion aminoacidica de la

harina de larvas de Hermetia illucens y Tenebrio molitor

2.3.2.1. Recoleccion de las larvas
Para la recoleccion de larvas, estas fueron separadas del sustrato un dia antes de
su sacrificio con el objetivo de permitir el vaciamiento intestinal y asi reducir la
posible presencia de coliformes o residuos gastricos en la harina obtenida. El
sacrificio se realizO mediante congelacion a -4°C durante 24 horas.
Posteriormente, las larvas recolectadas fueron clasificadas en tres grupos segun

su tamafo: pequefias, medianas y grandes.

La separacion de las larvas en base a sus tamafios responde a la variacion
bioldgica y nutricional que estos insectos pueden presentar a lo largo de su
desarrollo, en un mismo periodo de crianza. Se consideraron diferentes tamafios
para poder tener una vision mas representativa del perfil nutricional y evaluar
como la etapa de desarrollo, en un mismo periodo de tiempo, puede influir en la
calidad proteica de la harina. A continuacion, se detallan las dimensiones

consideradas para cada categoria:

» Hermetia illucens
o Larvas pequenias: Entre 6,5 y 9,5 mm

o Larvas medianas: Entre 9,50 y 12,50 mm
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o Larvas grandes: Entre 12,50 y 15,50 mm
» Tenebrio molitor

o Larvas pequenas: Entre 17,4 y 24,00 mm

o Larvas medianas: Entre 24,00 y 27,50 mm

o Larvas grandes: Entre 27,50 y 31,50 mm

2.3.2.2.  Preparacion de las muestras de harina de larva

» Preparacion de harina de larva de Hermetia illucens
La preparacion de la harina de larva de Hermetia illucens se inici6 con la
desinfeccion de las larvas seleccionadas y previamente sacrificadas, las cuales
fueron desinfectadas sumergiéndolas en una solucién clorada al 0,5-1,0 %
Posteriormente, se enjuagaron cuidadosamente con agua para eliminar residuos
del desinfectante. Las larvas fueron desecadas en un horno a 60 °C durante 30
minutos. Una vez finalizado el proceso de secado, se procedi6 a la molienda
hasta obtener una harina de textura homogénea (83). Este proceso fue repetido

de manera separada para los tres tamanos de larvas.

» Preparacion de harina de larva de Tenebrio molitor
La elaboracion de la harina de larva de Tenebrio molitor se llevo a cabo mediante
una metodologia ligeramente distinta a la empleada para Hermetia illucens. En
primer lugar, las larvas previamente sacrificadas fueron desinfectadas mediante
un lavado con agua. A continuacién, se sometieron a ebullicion durante 10
minutos y posteriormente a un proceso de estrujado con el fin de eliminar el
exceso de grasa presente en los tejidos. El material obtenido fue desecado en un
horno a 45 °C durante 24 horas. Finalmente, las larvas secas fueron molidas
hasta obtener una harina de textura homogénea (84). Este procedimiento se

repiti6 para cada uno de los tres tamafios de larva seleccionados.

2.3.2.3.  Hidrdlisis de las muestras
La hidrolisis de las muestras de harina se llevo a cabo pesando 0,1 g de muestra
en tubos PIREX de 20 mL con tapa rosca, a los cuales se les afadieron 15 mL
de acido clorhidrico (HCI) 6N. Posteriormente, se burbujeé una corriente de

nitrégeno (N2) a través de cada tubo con el fin de eliminar el oxigeno disuelto y
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generar condiciones anaerdbicas. Los tubos fueron sellados y colocados en un
horno a 110 °C durante 24 horas para completar el proceso de hidrolisis.
Transcurrido este tiempo, el contenido de cada tubo fue filtrado al vacio con los
filtros Whatman y el volumen del filtrado se enras6 a 25 mL con agua ultrapura

(76).

2.3.2.4.  Proceso de derivatizacion
Para el proceso de derivatizacion, se tomo una alicuota de 150 uL. de cada
muestra hidrolizada, las cuales fueron transferidas a tubos de ensayo y
posteriormente secadas al vacio a 65 °C durante 20 minutos. Paralelamente, se
prepararon dos soluciones necesarias para la derivatizacion en tubos Eppendorf
de 1,5mL. La solucién de trabajo 1 estuvo compuesta por una mezcla de
metanol: agua:trietilamina (TEA) en proporcion 2:2:1 (v/v), mientras que la
solucion de trabajo 2 consistidé en metanol:agua:TEA:fenilisotiocianato (PITC)
en proporcion 7:1:1:1 (v/v). Transcurrido el primer secado, se anadieron 90 pL
de la solucion de trabajo 1 a cada muestra y se repitio6 el secado al vacio a 65 °C
durante 20 minutos. Luego, se agregaron 90 uL de la solucion de trabajo 2 y se
dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 20 minutos. Finalmente, los

solventes residuales fueron eliminados bajo una corriente de nitrogeno (N2) (76).

Con el objetivo de asegurar que los reactivos no generaran interferencias durante
la deteccion cromatogréfica, se prepard una muestra blanco utilizando 150 L
de agua ultrapura, la cual fue sometida a todo el procedimiento de derivatizacion

en paralelo con las muestras de analisis.

2.3.2.5.  Procedimiento cromatogridfico
El anélisis de aminoacidos se realiz6 en un sistema RP-HPLC Agilent 1260
Infinity, equipado con columna Zorbax Eclipse Plus C18 (4.6 x 150 mm, 5 pm)
y detector UV de 190-900 nm. Se utilizé una fase mévil compuesta por acetato
de sodio/acetonitrilo (80:20, v/v) con flujo de 1,0 mL/min. La cuantificacion se
baso en curvas de calibracion con estandares Sigma AASI18, y los resultados
finales se expresaron en g/100g materia seca (MS). Los ensayos se realizaron

por duplicado, con inclusion de blancos de matriz y controles fortificados.
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Previo a la inyeccion en el equipo RP-HPLC, se afiadieron 450 pL de un
diluyente compuesto por fosfato de sodio 5 mM con un 5 % de acetonitrilo a
cada muestra, segun el procedimiento descrito por (76). Para asegurar la calidad
de los resultados, se incluyeron controles analiticos en cada corrida
cromatografica: se utilizaron viales con muestra en blanco (agua ultrapura) y
viales con muestra blanco derivatizada tal y como indica el proceso 2.3.2.4, a fin
de verificar la ausencia de contaminantes. Asimismo, las muestras fueron

analizadas en duplicado para evaluar la reproducibilidad.

La separacion de los aminodcidos derivados se realiz6 mediante cromatografia
liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC) a una temperatura de
30 °C, utilizando un sistema de elucion en gradiente con dos fases moviles. La
fase movil A correspondié a un tampoén acuoso preparado con 0,5 mL/L de
trietilamina (TEA) en una solucion de acetato de sodio 0,14 M, ajustado a pH
6,2 mediante 4cido acético glacial. La fase movil B consistio en una mezcla de
acetonitrilo y agua en proporcion 60:40 (v/v). La deteccion se llevo a cabo
mediante absorbancia UV a una longitud de onda de 254 nm. (76). El programa
de gradiente se programo de la siguiente manera:
Tabla 7. Gradiente de elucion de RP-HPLC
Tiempo (min) Eluyente A (%) Eluyente B (%)

0 90 10
12 70 30
20 52 48
22 0 100
24 0 100
30 0 100
37 90 10

Nota: Extraido de Gonzales-Castro, et al (1997) (76).

2.3.2.6. Calculo de la concentracion final de los aminodcidos

La concentracion obtenida de aminoacidos tuvo que ser convertida a pg/g, cantidad

que fue calculada utilizando los datos de concentracion obtenidos por el equipo de

RP-HPLC (pumol/ml) y el peso molecular (PM) de cada aminoacido, los cuales

figuran en la Tabla 8. Dado que, debido a los diversos reactivos involucrados en el

proceso, seria incorrecto asumir una equivalencia directa entre volumen y masa (1ml
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= 1g); fue necesario calcular un factor de dilucion (FD) que permitiera establecer la

relacion entre las diluciones involucradas (85). La formula aplicada fue la siguiente:

mol
Concentracion (&> = Concentracion (# ) xPM (L) x FD
g ml mol

Donde el factor (FD) fue determinado por la siguiente formula:

FD = Volumen de Enrase (25ml) Volumen de Redisolucion (450ul)
~ \ Masa de Muestra (0,1g) 3 Volumen de alicuota (150ul)

ml
= 750—
g

Finalmente, a razéon de poder expresar los resultados en g/100g de materia seca

(MS), los resultados fueron divididos por 10%.

Tabla 8. Pesos moleculares de los aminoacidos

Aminoacido PM (g/mol)

Arginina 174
Acido Aspartico 133
Acido Glutamico 147
Serina 105
Glicina 75
Histidina 155
Treonina 119
Alanina 89
Prolina 115
Tirosina 181
Valina 117
Metionina 149
Isoleucina 131
Leucina 131
Fenilalanina 165
Lisina 146

Nota: Extraido de Thermo Fisher Scientific (86)

2.3.3. Comparacion la composicion aminoacidica de harina de larva de Hermetia
illucens y harina de larva de Tenebrio molitor.
Para la comparacion de la composicion aminoacidica entre Hermetia illucens y

Tenebrio molitor se realizaron dos analisis de varianza de una via (ANOVA one-
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way), ambos con un nivel de significancia de 0,05. El primer analisis evaluo el
efecto del tamafio larval, considerando las tres categorias de tamafio ya
establecidas: larvas pequenas, larvas medianas y larvas grandes. El segundo
analisis evalud el efecto de la especie como fuente de estudio. Para realizar ambos

analisis se utiliz6 el software OriginLab.
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CAPITULO III
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Validacion de la metodologia RP-HPLC
3.1.1. Método de linealidad y eficiencia
En las Figuras 6 y 7 se muestran los cromatogramas obtenidos en el analisis del estdndar
de aminoacidos (AAS18, Sigma Aldrich), a volimenes de 10ul y 60ul del estdndar de
referencia. En ambos cromatogramas, se pueden observar multiples picos definidos y
separados entre si, sin observar solapamientos entre los aminoécidos, lo cual confirma

la correcta separacion de estos mediante el método utilizado.

El tiempo de retencion de los analitos oscila entre 2,5 y 25 minutos; sin embargo, el
proceso utilizado empieza a generar interferencias a partir del minuto 22, que dificultan
la visualizacién de los aminoécidos en el cromatograma. Es por este motivo que, a fin
de evitar que las interferencias generadas afecten la visualizacion de los compuestos de

interés, los cromatogramas fueron cortados entre los minutos 22 y 22,5.

Gracias a los cromatogramas obtenidos y a la bibliografia consultada se pudo determinar

el tiempo de retencion de los aminoacidos analizados.

Figura 6. Cromatograma de aminoacidos estandar a volumen de 10 pl del
estandar de referencia
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Figura 7. Cromatograma de aminoacidos estandar a volumen de 60 pl del
estandar de referencia
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A pesar de que el estdndar utilizado (AAS18, Sigma Aldrich) cuenta con 17
aminoacidos, solo se lograron identificar 16 aminodcidos. La cistina (dimero formado a
partir de dos moléculas del aminoacido cisteina) presente en el estdndar no pudo ser
identificada gracias a la limitada bibliografia disponible sobre su identificacion en
HPLC. Sin embargo, en todos los cromatogramas de los estandares se pudo observar un
pequefio pico inmediatamente después de la alanina (aproximadamente entre 7,5 y 8
minutos), el cudl podria corresponder a este aminodcido o a residuos de este, dado que
posee una alta inestabilidad. No obstante, esta observacion solo puede considerarse

como una hipdtesis, dado que no se encontrd bibliografia que la respalde.

El resto de los cromatogramas obtenidos, correspondientes tanto como para el resto de

los volumenes, asi como para sus repeticiones; pueden ser consultados en el Anexo 2.

En la Tabla 9 se muestran los tiempos de retencion (en minutos) correspondientes a cada

uno de los 16 aminoacidos que se lograron evaluar en este estudio.
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Tabla 9. Tiempo de retencion de aminoacidos

Aminoacido  Tiempo de Retencion (min)
1 Arginina 2,4
2 Acido aspartico 2.9
3 Acido glutdmico 4,9
4 Serina 5,3
5 Glicina 5,5
6 Histidina 6,3
7 Treonina 6,8
8 Alanina 7,4
9 Prolina 10,0
10 Tirosina 12,1
11 Valina 13,1
12 Metionina 14,2
13 Isoleucina 16,5
14 Leucina 16,9
15 Fenilalanina 18,7
16 Lisina 20,6

La Tabla 10 presenta los resultados de la validacion analitica del método de
cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC) utilizado para la
cuantificacion de aminoécidos. Se muestran dos parametros primordiales para cada

aminoacido estandar: el coeficiente de determinacion (R?) y la pendiente (m) de la curva

de calibracion de 16 aminoacidos.

Tabla 10. Validacion del método RP-HPLC

Aminoacido R? Pendiente (m)
Arginina 0,9917 0,4931
Ac. Aspartico 0,9925 0,5595
Ac. Glutdmico 0,9906 0,5317
Serina 0,9865 0,7319
Glicina 0,9963 0,6312
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Histidina 0,9919 0,5133

Treonina 0,9897 0,6351
Alanina 0,9932 0,2503
Prolina 0,9917 0,4931
Tirosina 0,9922 0,4140
Valina 0,9946 0,4289
Metionina 0,9867 0,4576
Isoleucina 0,9709 0,7014
Leucina 0,9617 0,7360
Fenilalanina 0,9931 0,4305
Lisina 0,9977 0,2505

El parametro R? evaltia la linealidad del método, es decir, la correlacion entre la
concentracion del analito (pg/g) y la respuesta del detector (area del pico
cromatografico). En métodos cuantitativos validados, un valor de R* > 0,990 se
considera adecuado (87,88). En este andlisis, la mayoria de los aminoacidos evaluados

presentaron un R? superior a 0,98, lo que indica un ajuste lineal aceptable a excelente.

Entre los aminoacidos con mejor comportamiento lineal destacan: Glicina (R? =
0,9963), Valina (R? = 0,9946), Alanina (R* = 0,9932), Ac. aspartico (R* = 0,9925) y
Fenilalanina (R*> = 0,9931). Estos resultados reflejan una alta reproducibilidad del
método para estos analitos, lo que sugiere una derivatizacion eficiente, buena estabilidad

y una sefial cromatografica consistente.

Por otro lado, se observa que la lisina presentd un R* de 0,9053, lo que representa el
valor mas bajo entre los compuestos evaluados. Este valor podria estar asociado a
problemas durante el proceso de derivatizacion, a una baja sensibilidad del detector para

este compuesto o a interferencias cromatograficas.

Respecto a la pendiente (m), este parametro refleja la sensibilidad del método, es decir,
la capacidad del sistema RP-HPLC para detectar cambios en la concentracién del
analito. Una pendiente mas alta sugiere una mayor respuesta del detector por unidad de
concentracion (87,88). Los aminoacidos con mayor pendiente fueron: Leucina (m =
0,7360), Serina (m = 0,7319), Isoleucina (m = 0,7014) y Treonina (m = 0,6351). Con

estos resultados se manifiesta una respuesta favorable del sistema cromatografico para
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los compuestos, posiblemente debido a una buena eficiencia en la separacion y una

derivatizacion mas efectiva.

En contraste, lisina (m = 0,2505) y alanina (m = 0,2503) presentan pendientes bajas, lo
que podria reflejar menor sensibilidad en su cuantificacion y, en consecuencia, una
mayor dificultad para detectar bajas concentraciones con exactitud (87,88). Sin
embargo, este resultado es coherente con lo reportado en la bibliografia, donde se
especifica que algunos aminoécidos, entre ellos lisina y alanina, poseen una menor
eficiencia de cuantificacion en sistemas basados en derivatizacion previa (89,90). Esta
diferencia de sensibilidad resulta relevante en futuras aplicaciones, puesto que afecta de
manera directa los limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) de estos

aminoacidos (91).

En conjunto, los resultados de la Tabla 10 permiten inferir que el método RP-HPLC
validado presenta una buena linealidad y sensibilidad para la mayoria de los
aminoacidos analizados, cumpliendo con los estandares generalmente aceptados para
métodos cromatograficos aplicados a compuestos nitrogenados. La baja linealidad
observada en lisina y alanina justifica una revision metodoldgica especifica para cada

uno de los analitos.

Para la elaboracion de las curva de calibracion de cada uno de los aminoacidos, se
utilizaron las concentraciones conocidas del estandar y sus respectivas areas del pico,
detectadas por el equipo de RP-HPLC. En estos graficos, el eje X representa el area de
los picos cromatograficos, expresada en unidades de miliabosrbancia por minuto
(mAU*min); mientras que el eje Y indica la concentracion del estandar inyectado, en

unidades de micromoles/ml (umol/ml).

En la Figura 8, se observa la curva de calibracion del aminoacido arginina. Se observa
una relacion lineal directa entre la sefial cromatografica (area) y la concentracion del
analito, lo cual se refleja en la alta correlacion obtenida, con un coeficiente de
determinacion (R?) igual a 0,9917. Este valor indica que el 99.17 % de la variacion en
el area de los picos se puede explicar con los cambios de concentracion utilizados, lo

que demuestra un excelente ajuste al modelo lineal.
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Figura 8. Curva de calibracion Arginina
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En la Figura 9, el valor de R* = 0,9919 indica que el modelo lineal explica el 99.19 %
de la variabilidad en los datos experimentales, lo que evidencia una alta linealidad del
método analitico en el rango de concentraciones evaluado. La pendiente, con un valor
de 0,5133, representa la sensibilidad del detector frente a la concentracion de histidina,
mientras que el intercepto negativo (-4,716) es bajo y no afecta de manera significativa
la confiabilidad del modelo. Estos resultados respaldan la validez del método de
cuantificacion de histidina por RP-HPLC, demostrando que es altamente confiable y

repetible para su aplicacion en muestras reales.
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Figura 9. Curva de calibracion Histidina
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En la Figura 10, correspondiente al aminodcido Treonina, podemos observar que el
valor de R? fue de 0,9897, lo que indica que la relacion entre el area del pico y la
concentracion es altamente lineal, con un ajuste del 98,97 % de los datos experimentales
al modelo lineal. Este nivel de correlacion demuestra una muy buena capacidad del
método para cuantificar treonina dentro del rango evaluado. La pendiente obtenida
(m=0,6351) refleja una respuesta proporcional del detector frente a aumentos en la
concentracion, lo que sugiere una buena sensibilidad del método para la deteccion de
este analito. El intercepto negativo (-6,2582) es un valor bajo, que no interfiere
significativamente en la interpretacion del modelo, ni la precision de la cuantificacion

(87).
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Figura 10. Curva de calibracion Treonina
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El alto valor de R* = 0,9946 obtenida para la Valina (Figura 11) indica una excelente
correlacion lineal, mostrando que el método es muy confiable para cuantificar la valina
en el rango de concentraciones evaluado. La pendiente 0,4289 refleja la sensibilidad del

método a los cambios en la concentracion de valina

Figura 11. Curva de Calibracion Valina
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En el caso de la Metionina, demostrado en la Figura 12, la linea de calibracion obtenida
se describe mediante la ecuacion y = 0,4576x — 6,4434, , presentando un coeficiente de

determinacion R?=0,9867. Este elevado valor de R? refleja una fuerte correlacion lineal
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entre las variables, lo cual indica que el método utilizado es adecuado y confiable para

la cuantificacidon de la metionina en el rango de concentracion evaluado.

Figura 12. Curva de Calibracion Metionina
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En la Figura 13, se muestra la curva de calibracion para la Isoleucina, cuyo valor de R?
= 10,9709, indica una correlacion lineal bastante buena, aunque un poco menor que en
los otros aminoacidos ya expuestos. Esto puede sugerir que, si bien el método es
adecuado para cuantificar isoleucina, este puede presentar una mayor variabilidad en la

respuesta analitica obtenida (88).
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Figura 13. Curva de calibracion de Isoleucina
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En la Figura 14, se puede observar un coeficiente de determinacion de R*=0,9617 para
Leucina, lo cual sugiere una buena correlacion lineal entre la concentracion y la
respuesta instrumental. La pendiente de 0,736 refleja una sensibilidad adecuada del

método para la deteccion de leucina.

Figura 14. Curva de Calibracion de Leucina
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La recta de calibracion obtenida para la fenilalanina, representada en la Figura 15, tiene
la siguiente ecuacion y = 0,4305x — 3,3324, con un coeficiente de determinacioén de R?

= 0,9931. Este alto valor de R? evidencia una excelente correlacion lineal entre el area
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del pico y la concentracion, lo que confirma la alta confiabilidad del método para la

cuantificacion de este aminoacido.

Figura 15. Curva de Calibracion de Fenilalanina
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Finalmente, en la Figura 16 se observa la curva de calibracion correspondiente a la
lisina. La ecuacion que describe su linea de calibracion es y = 0,2505x + 5,3605, con un
coeficiente de determinacion de R? = 0,9977. Este valor indica una correlacion lineal
aceptable entre la sefial del detector y la concentracion, aunque la pendiente inferior a
la de otros aminoacidos analizados puede indicar una menor exactitud para cuantificar
concentraciones bajas (91).

Figura 16, Curva de calibracion de Lisina
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3.1.2. Precision y reproductividad

Para determinar la precision intermedia y la reproducibilidad del método de
cuantificacion de aminoacidos por RP-HPLC, se realizaron dos corridas analiticas con
réplicas a cinco niveles de concentracion. Sin embargo, se selecciono la concentracion
de 30 umol/mL como referencia para esta evaluacion, ya que fue el punto en el que se
observo una mayor estabilidad de las mediciones y los valores més bajos de %RSD, lo

que permitidé una comparacion mas homogénea entre compuestos.

En la Tabla 11 se pueden observar los valores de media aritmética (X), desviacion
estandar (c), y desviacion estandar relativa (%RSD) para las corridas realizadas, a un

valor referencial de 30 umol/mL.

Tabla 11. Desviacion estandar relativa (%RSD) de las réplicas a 30 pmol/mL

., . R1 R2 - b
Aminoacido ( Area) ( Area) X c YoRSD
Arginina 75,60 72,59 74,09 2,13 2,88%

Ac. Aspartico 66,42 63,78 65,10 1,87 2,87%
Ac. Glutamico 70,31 68,11 69,21 1,56 2,25%

Serina 40,20 37,70 38,95 1,77 4,54%
Glicina 46,67 45,67 46,17 0,71 1,53%
Histidina 70,50 67,86 69,18 1,87 2,70%
Treonina 60,65 58,13 59,39 1,80 2,99%
Alanina 145,23 142,16 143,69 2,17 1,51%
Prolina 33,74 32,92 33,33 0,58 1,74%
Tirosina 86,61 84,82 85,71 1,27 1,48%
Valina 82,10 80,86 81,48 0,88 1,07%
Metionina 85,15 80,62 82,89 3,21 3,87%
Isoleucina 61,88 60,65 61,26 0,87 1,42%
Leucina 61,25 59,28 60,26 1,40 2,32%
Fenilalanina 81,97 80,05 81,01 1,36 1,68%
Lisina 75,66 86,39 81,03 7,59 9,36%

Los valores de %RSD para 15 de los 16 aminoacidos evaluados fueron inferiores al 5%,
lo cual cumple con los criterios establecidos por la ICH Q2(R1), que sugiere que para
métodos cuantitativos, un valor de %RSD inferior al 5% se considera indicativo de una

buena repetibilidad del sistema analitico.

Solo lisina present6 un valor de %RSD de 9,36%, posiblemente asociado a una mayor
variabilidad instrumental o una menor estabilidad en el tiempo de retencion, lo que debe

considerarse en evaluaciones futuras.
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Este resultado esta alineado con lo reportado previamente (91), donde se indica que en
la validacion de métodos bioanaliticos, valores de %RSD menores al 15% son

generalmente aceptables, especialmente en andlisis por cromatografia liquida

3.1.3. Identificacion de los limites de deteccion (LOD) y limites de cuantificacion
(LOQ)

Los valores de limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) se calcularon

como parte de la validacion del método cromatografico utilizado para la determinacion

de aminoacidos esenciales mediante RP-HPLC.

En la Tabla 12 vemos los valores de limite de deteccion y cuantificacion, los cuales

fueron obtenidos utilizando las formulas establecidas por la guia ICH Q2(R1) (87) como

se indico en el capitulo II:
LOD = 3,3 7
=335
LOQ =10 d
@ =105
Donde: o = desviacion estandar de la respuesta

S = Pendiente de la curva de calibracion

Tabla 12. Limites de Deteccion (LOD) y Cuantificacion (LOQ) para Aminoacidos
Esenciales determinados por RP-HPLC

Aminoacido LOD LOQ
Arginina 9,27 28,09
Histidina 8,40 25,46
Treonina 4,93 14,93
Valina 10,89 32,99
Metionina 13,22 40,06
Isoleucina 5,14 15,57
Leucina 4,79 14,52
Fenilalanina 12,19 36,93
Lisina 13,11 39,72

Se eligio el nivel de 10 pL para el calculo de o debido a que representa el limite inferior
del rango analitico, lo cual permite una estimacién mas conservadora del LOD y LOQ,

de acuerdo con lo recomendado por la literatura especializada (92). Al trabajar con datos
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de baja concentracion, se asegura que los limites reportados realmente representen la

capacidad del método para detectar o cuantificar analitos cercanos al minimo detectable.

Los LOD obtenidos varian entre 4,79 pmol/mL (Leucina) y 13,22 pumol/mL
(Metionina). Del mismo modo, los LOQ fluctian entre 14,52 pmol/mL y 40,06

umol/mL, siendo Lisina, Fenilalanina y Metionina los compuestos con mayores limites.

Estos resultados indican que el método presenta una sensibilidad aceptable para todos
los aminodcidos evaluados, permitiendo su detecciéon dentro del rango de trabajo

experimentalmente definido.

De acuerdo con criterios generalmente aceptados en la validacion de métodos (ICH
Q2(R1), EMA, FDA), un método es considerado suficientemente sensible cuando el
LOD y el LOQ estan por debajo o dentro del rango de concentracion analizado. En este
caso, todos los LOQ se encuentran dentro del intervalo experimental (1060 pmol/mL),

lo que indica una correcta capacidad cuantitativa del método para los fines del anélisis.

Adicionalmente, los valores son consistentes con lo reportado en otros estudios de
cuantificacion de aminodcidos por HPLC, en los que los LOQ tipicamente oscilan entre
10 y 40 pmol/mL dependiendo del sistema de deteccion y el derivatizante empleado

(89,90).

3.2. Perfil aminoacidico por especie y tamafio larval

3.2.1. Resultados de composicion aminoacidica en Hermetia illucens

El anélisis del perfil aminoacidico de las larvas de Hermetia illucens mostrd variaciones
en la concentracion (g/100g MS) de los aminoacidos evaluados segun el tamafo larval
(HP: pequena, HM: mediana, HG: grande). En general, la prolina y la fenilalanina
presentaron las mayores concentraciones en todos los tamafios, destacando la prolina
con valores de 13,894 g/100g MS en HP, 15,200 g/100g MS en HM y 17,370 g/100g
MS en HG, y la fenilalanina con 1,722 g/100g MS en HP, 22,599 g/100g MS en HM y
22,191 g/100g MS en HG.

En contraste, aminoacidos como la alanina (0,094 g/100g MS en HP; 0,280 g/100g MS
en HM; 0,020 g/100g MS en HG) y la isoleucina (0,795 g/100g MS en HP; 0,098 g/100g
MS en HM; 0,088 g/100g MS en HG) presentaron concentraciones bajas, que

disminuyeron en relacion indirecta con el tamafio de la larva evaluada.
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En la Tabla 13 se muestran los resultados obtenidos para la concentracién de

aminoacidos (en g/100g MS) en los tres tamafios de larvas de Hermetia illucens.

Tabla 13. Concentracion de aminoacidos (g/100g MS) en larvas de Hermetia
illucens de diferente tamaifo.

Aminoacido HP HM HG
Arginina 1,917 1,514 1,684
Acido aspartico 1,725 1,017 0,988
Acido glutamico 0,838 0,375 0,265
Serina 0,851 1,118 0,984
Glicina 0,748 1,074 0,118
Histidina 0,429 0,186 0,429
Treonina 0,893 0,250 1,321
Alanina 0,094 0,280 0,020
Prolina 13,894 15,200 17,370
Tirosina 1,274 0,664 0,163
Valina 0,431 0,132 0,605
Metionina 1,165 0,515 0,179
Isoleucina 0,795 0,098 0,088
Leucina 0,461 0,285 0,333
Fenilalanina 1,722 22,599 22,191
Lisina 0,415 2,286 0,602

Se observo que algunas concentraciones variaron de manera marcada entre tamafios,
como en el caso de la glicina, que paso de 0,748 g/100g MS en HP a 1,074 g/100g MS
en HM y descendid a 0,118 g/100g MS en HG, o la treonina, que mostr6 un incremento

notable en HG (1,321 g/100g MS) respecto a HM (0,250 g/100g MS).

Estos resultados evidencian que la composicion aminoacidica de H. illucens no se
mantiene constante a lo largo de los tamafios larvales, mostrando un patrén diferencial
en la concentracion de aminoacidos esenciales y no esenciales (32), lo que podria influir
en su valor nutricional para su aplicacion como sustratos proteicos en la alimentacioén

animal.

Respecto a la variabilidad en la concentracion de aminoacidos esenciales segun el
tamano larval, se observa que la concentracion de aminoacidos esenciales no es una
propiedad estatica durante el desarrollo de la larva de Hermetia illucens, sino que fluctiia
significativamente durante su desarrollo (32). En la Figura 17 se puede observar la

variabilidad de los aminoécidos esenciales en durante las tres etapas de desarrollo
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evaluadas. El aspecto mas resaltante del grafico es el incremento exponencial de la
fenilalanina en los tamafios de larva median (HM) y larva grande (HG), que superan los
valores de 20,00 g/100g con respecto a la etapa de larva pequena (HP), cuyo valor se
encuentra por debajo de los 2,00 g/100g. Por otro lado, la metionina sufrié un pico de
concentracion exclusivamente en el tamafio de larva pequefia (HP), disminuyendo
notoriamente en HM y HG. Estas tendencias consisten con lo reportado por la
bibliografia, donde se indica que la composicién nutricional de la mosca soldado negra
varia a lo largo de su ciclo bioldgico, siendo asi que, la composicion nutricional de la
larva puede variar segin el momento de cosecha, donde algunos nutrientes o
aminoacidos pueden servir para realizar un crecimiento acelerado de tejidos o realizar
funciones metabdlicas en etapas tempranas, mientras que otros aminodcidos se
acumulan en etapas avanzadas (como puede ser el caso de la fenilalanina) para servir

como una reserva pre-pupa (32,33,93).

Figura 17. Concentracion de aminoacidos esenciales por tamafio de Hermetia
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Aminodacidos esenciales

Esta variabilidad sugiere que el perfil aminoacidico de Hermetia illucens esta
estrechamente vinculado a las demandas metabolicas propias de cada etapa larval. En
fases tempranas, la larva podria priorizar aminoacidos involucrados en la sintesis rapida
de tejidos y en la acumulacion de reservas, mientras que, en etapas avanzadas, las
concentraciones reflejan una reestructuracion metabolica orientada a la transformacion

morfologica. Desde el punto de vista nutricional, este patrén implica que el
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aprovechamiento de la biomasa larval para formulaciones alimenticias podria
optimizarse seleccionando tamafios especificos segun el requerimiento proteico y el

balance de aminoacidos deseado (32,93,94).

3.2.2. Resultados de composicion aminoacidica en Tenebrio molitor

Respecto a la composicion aminoacidica de Tenebrio molitor, se observo que la prolina
presentd las concentraciones mas elevadas en los tres tamafios evaluados, con valores
de 18,895 g/100g para el tenebrio pequeno (TP), 16,618 g/100g para el mediano (TM)
y 16,670 g/100g para el grande (TG), lo que sugiere que este aminoacido constituye un
componente estructural y metabdlico relevante en la especie (38). La metionina también
presentd valores considerablemente altos en comparaciéon con el resto de los
aminoacidos, con 15,247 g/100g en TP, 14,990 g/100g en TM y 15,605 g/100g en TG,
indicando que su alto valor se puede deber a su papel esencial en procesos de sintesis

de azufre y produccién proteica (55).

En el grupo de aminoacidos con concentraciones intermedias se ubicaron la serina, con
1,151 g/100g en TP, 1,614 g/100g en TM y 1,252 g/100g en TG; la arginina, con valores
entre 1,267 y 1,541 g/100g; el acido aspartico con 1,048 g/100g en TP, 0,868 g/100g en
TM y 0,909 g/100g en TG; la tirosina, entre 1,558 y 1,805 g/100g; y la fenilalanina,
cuyo valor mas alto (1,398 g/100g) se registr6 en TM, mientras que el menor (0,965
g/100g) se observo en TG. Asimismo, la isoleucina present6 valores homogéneos, entre
1,549 y 1,669 g/100g. En contraste, el acido glutdmico presento variaciones marcadas,
iniciando con 0,959 g/100g en TP, para disminuir hasta 0,662 g/100g en TM y aumentar
auna concentracion de 1,114 g/100g en TG. Entre los aminoéacidos con concentraciones
bajas se encuentran la treonina (0,304 — 0,420 g/100g), alanina (0,320 — 0,414 g/100g),
glicina (0,315 — 0,444 g/100g) y leucina (0,216 — 0,452 g/100g). La histidina no fue
detectada en ninguno de los tamafios evaluados, lo que puede estar relacionado con las
limitaciones del método analitico o una concentracion inferior al limite de deteccion. La
valina (0,227 — 0,290 g/100g) presentd un valor bajo pero homogéneo entre los distintos
tamafios evaluados. Finalmente, la lisina registrd valores bajos en todos los tamafios

(0,219 — 0,283 g/100g), siendo ligeramente mayor en TP.

En la Tabla 14 se pueden visualizar todos los resultados obtenidos para la evaluacion de

las harinas de Tenebrio molitor.
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Tabla 14. Concentracion de aminoacidos (g/100g MS) en larvas de Tenebrio
molitor de diferente tamaifo.

Aminoacido TP ™ TG
Arginina 1,541 1,267 1,370
Acido aspartico 1,048 0,868 0,909
Acido glutamico 0,959 0,662 1,114
Serina 1,151 1,614 1,252
Glicina 0,315 0,444 0,428
Histidina ND ND ND
Treonina 0,339 0,420 0,304
Alanina 0,320 0,414 0,401
Prolina 18,985 16,618 16,670
Tirosina 1,805 1,558 1,653
Valina 0,255 0,227 0,290
Metionina 15,247 14,990 15,605
Isoleucina 1,669 1,549 1,607
Leucina 0,452 0,354 0,216
Fenilalanina 1,125 1,398 0,965
Lisina 0,383 0,307 0,219

ND: No detectable

Con respecto a la histidina, la ausencia de este aminoacido en las muestras de Tenebrio
molitor, puede deberse a diversos factores. En primer lugar, la histidina es un
aminoacido inestable frente a la hidrdlisis acida, por lo cual, durante esta etapa del
proceso pudo haber sufrido una degradacién a limites por debajo de los detectables en
el procedimiento de RP-HPLC. En segundo lugar, se ha reportado que el grupo imidazol
presente en la estructura de la histidina posee una reactividad baja con los agentes
derivatizantes, causando picos de baja resolucion. Para finalizar, la ausencia de histidina
también puede deberse gracias a las caracteristicas propias de la especie, diversos
autores han reportado niveles bajos de histidina en las larvas de Tenebrio molitor, lo
cual, sumado a la posible degradacion en la hidrolisis y baja reaccion en derivatizacion
de las muestras, puede haber impedido la deteccion de este aminoacido por el equipo

cromatografico (95-97).

En la Figura 18 se puede observar la variabilidad entre los tres tratamientos (HP, HM y
HG) de Tenebrio molitor, y su respuesta en concentracion (g/100g MS) de aminoacidos
esenciales. En términos generales se puede observar que no existe una variacioén

significante entre tratamientos y el resultado de la concentraciéon de aminoacidos. La
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alta concentraciéon de la metionina, que supera significativamente al resto de los
aminodcidos, concuerda con la literatura consultada, donde se establece que el Tenebrio
molitor contiene un contenido relevante en aminoacidos azufrados (9,35). En contraste,
aminoacidos como la treonina, valina, lisina y leucina se encuentran con
concentraciones muy cercanas al limite de deteccion, lo cual puede ser atribuido tanto a
la variacion natural de la composicion del insecto, como a causas relacionadas a la
metodologia utilizada (eficiencia de la hidrolisis, derivatizacidon, o sensibilidad

instrumental) (59,82).

La similitud observada entre los perfiles de TP, TM y TG sugiere que los diferentes
tamafios evaluados no producen alteraciones en la composicion aminoacidica del
Tenebrio molitor, 1o cual se muestra acorde a las investigaciones consultadas, las cuales
reportan una composicion estable al mantener las mismas condiciones de crianza en la

etapa larval (45).

Figura 18. Concentracion de aminoacidos esenciales por tamaiio larval en
Tenebrio molitor

18.000
16.000

ol

14.000
12.000
10.000

8.000
HP

6.000
=@=HM

4.000

Concentracion g/100g MS)

HG
2.000

Aminodcidos esenciales

3.3. Evaluacion de especies en el perfil aminoacidico
3.3.1. Efecto del tamaiio larval en la concentracion de aminoacidos
Para evaluar el efecto del tamano larval sobre la concentraciéon de aminoacidos, se
realizd un andlisis de varianza de una via (ANOVA one-way), considerando las tres
categorias de tamafos (Pequefia, mediana y grande) para ambas especies evaluadas. Los

resultados de este ANOVA se presentan en la Tabla 15.
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Tabla 15. Analisis de varianza para el efecto de tamafio larval sobre la
concentracion de aminoacidos

Fuente de 1 Suma de Cuadrado F _valor

variacion & cuadrados (SC) medio (CM) P
Tamafio larval 2 0,00139 0,000694 2,7196 0,1443
Error (residual) 6 0,00153 0,000255

Total corregido 11 0,00472

El andlisis de varianza mostrd un valor de F bajo y un valor de p superior a 0,05, lo que
indica que el factor evaluado no tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre la
concentracion de aminoacidos. Por lo tanto, se puede decir que; respecto al factor
tamano larval, el andlisis de varianza indic6 que no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre los tres tamanos evaluados (Pequenas, Medianas,

Grandes).

Las medias obtenidas fueron de 0,1326 + 0,01845 umol/ml para las larvas pequeiias,
0,10641 +0,02300 pmol/ml para las larvas medianas y 0,11701 + 0,01553 pmol/ml para
las larvas grandes. Si bien no se hallo significancia estadistica, se observo una tendencia
numérica en la que las larvas pequenias presentaron valores promedio mas elevados,
seguidas de las grandes y, finalmente, las medianas. Es importante aclarar que, el
analisis de varianza (ANOVA one-way) se realizd utilizando los valores obtenidos
directamente del sistema RP-HPLC, expresados en umol/ml. La posterior conversion
de los resultados a g/100g de materia seca no modifica la significancia estadistica ni las

conclusiones del analisis.

Para finalizar esta seccion, estos resultados sugieren que el tamafio larval, bajo las
condiciones evaluadas, no constituye un factor determinante en la concentracion
aminoacidica, aunque la tendencia observada podria cobrar relevancia en

investigaciones con un mayor tamafio muestral o diferentes condiciones experimentales.

3.3.2. Comparacion global entre especies

La comparacion del perfil aminoacidico promedio entre Hermetia illucens y Tenebrio
molitor revela diferencias marcadas. En la Tabla 16 se pueden observar las
concentraciones obtenidas para cada uno de los aminoacidos evaluados para ambas

especies (Hermetia illucens y Tenebrio molitor).
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Tabla 16. Comparativa del perfil aminoacidico (g/100g MS) segin especie
y tamaiio larval

Especie
Hermetia illucens Tenebrio molitor
W HP HM HG TP ™ TG
minoacido
Arginina 1,917 1,514 1,684 1,541 1,267 1,370

Acido aspartico 1,725 1,017 0,983 1,048 0,868 0,909
Acido glutamico 0,838 0,375 0265 00959 0,662 1,114

Serina 0,851 1,118 0,984 1,151 1,614 1,252
Glicina 0,748 1,074 0,118 0315 0,444 0,428
Histidina 0,429 0,186 0,429 ND ND ND
Treonina 0,893 0,250 1,321 0,339 0,420 0,304
Alanina 0,094 0,280 0,020 0,320 0,414 0,401
Prolina 13,894 15,200 17,370 18,985 16,618 16,670
Tirosina 1,274 0,664 0,163 1,805 1,558 1,653
Valina 0,431 0,132 0,605 0,255 0,227 0,290
Metionina 1,165 0,515 0,179 15,247 14,990 15,605
Isoleucina 0,795 0,098 0,088 1,669 1,549 1,607
Leucina 0,461 0,285 0,333 0,452 0,354 0,216
Fenilalanina 1,722 22,599 22,191 1,125 1,398 0,965
Lisina 0415 2286 0,602 0,383 0,307 0,219

ND: No dectectable

La caracteristica comin mads resaltante entre ambas especies es la prolina como el
aminodcido con mayor concentracion, con valores que oscilan entre 13,894 y 17,370
g/100g en H. illucens y entre 16,618 y 18,985 g/100g en T. molitor, 1o que sugiere un
papel estructural relevante en proteinas relacionadas con la cuticula y el exoesqueleto

(35).

Sin embargo, se observan divergencias notables en otros aminoacidos. La metionina
destaca especialmente en 7. molitor, con valores superiores a 14,900 g/100g en todos
los tamafios, mientras que en H. illucens las concentraciones fueron sustancialmente
menores (0,179 — 1,165 g/100g). Este hallazgo es relevante desde el punto de vista
nutricional, dado que la metionina es un aminoacido esencial limitante en muchas dietas

animales.

En el caso de la fenilalanina, H. illucens presentd un comportamiento atipico: mientras

que en la mayoria de tamafios su concentracidon se mantuvo en el rango de 1,722 g/100g
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(HP), los tamafos medianos y grandes (HM y HG) registraron valores muy elevados
(22,599 y 22,191 g/100g, respectivamente), superando ampliamente a 7. molitor (0,965
— 1,398 g/100g). Esto podria responder a diferencias en rutas metabdlicas o a una

acumulacion asociada a la etapa de desarrollo larval.

La glicina mostr6 un patrén inverso entre especies: H. illucens tuvo valores muy altos
en larvas medianas (1,074 g/100g) y bajas en larvas grandes (0,118 g/100g), mientras
que en 7. molitor la variabilidad fue menor (0,315 — 0,444 g/100g). Por su parte, la
serina fue mas abundante en 7. molitor (1,252 — 1,614 g/100g) que en H. illucens (0,851
— 1,118 g/100g), lo que puede estar relacionado con su participacion en rutas

metabolicas vinculadas al crecimiento y a la sintesis de proteinas estructurales.

Otros aminodcidos como la lisina, la isoleucina y la valina también presentaron
diferencias de especie. La lisina alcanzé un pico en H. illucens mediana (2,286 g/100g),
mientras que en 7. molitor se mantuvo en valores bajos (0,219 — 0,383 g/100g). La
isoleucina fue mas alta en 7. molitor (1,549 — 1,669 g/100g) que en H. illucens (0,088 —
0,795 g/100g), mientras que la valina se present6 en rangos similares, pero ligeramente

superiores en H. illucens.

Un aspecto llamativo es la ausencia total de histidina en 7. molitor, mientras que en H.
illucens estuvo presente en bajas concentraciones (0,186 — 0,429 g/100g). Esto podria
deberse a diferencias en la disponibilidad dietética durante la cria, a la degradacion del
aminoacido en procesos vinculados al procesamiento de las larvas, o a las bajas

concentraciones del aminoacido, caracteristicas de la especie (9).

Se evidencia que, aunque ambas especies comparten una base comin en su perfil
aminoacidico, 7. molitor aporta mayores concentraciones de aminoacidos azufrados
como la metionina e isoleucina, mientras que H. illucens destaca por sus picos de
fenilalanina y lisina en determinados tamafios. Estas diferencias tienen implicancias
directas en su uso como ingrediente proteico, ya que la eleccion de la especie podria
orientarse segun las necesidades especificas de aminoacidos esenciales en las dietas

animales.

La Tabla 17 nos muestra la comparacion de la media de los valores de aminoacidos
esenciales obtenidos para la especie de Hermetia illucens en el presente estudio (en g
aminoacido/100g de materia seca), y los resultados obtenidos en estudios recopilados

en la literatura. Al comparar estos resultados, podemos observar que la Lisina presentd
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un contenido idéntico al reportado por Lu et al (94). La mayoria de aminoacidos
restantes se encuentra en concentraciones inferiores a los reportados por los autores. Se
destaca el caso de la Fenilalanina, cuyo contenido supera considerablemente el
reportado por Lu et al; esta diferencia podria atribuirse a las operaciones unitarias
realizadas en el procesamiento de la muestra, o a la composicion del sustrato utilizado
en la alimentacion de las larvas. Al realizar la comparacion con Dalmoro et al (98), solo
se pudieron comparar cinco aminoacidos, ya que el resto no fueron reportados por los
autores, en el caso de metionina y lisina, las concentraciones resultan similares, aunque
ligeramente inferiores; leucina, isoleucina y valina se encuentran en concentraciones
considerablemente inferiores a los reportados en otros estudios.

Tabla 17. Comparacion de la concentracion aminoacidos esenciales (g/100g MS) en la
harina de larva de Hermetia illucens

Presente estudio. 2026 Lu et al. 2022 Dalmoro et al. 2023

94) (98)
Metionina 0,62 0,80 0,65
Lisina 1,10 1,10 1,25
Leucina 0,36 1,28 1,40
Isoleucina 0,33 0,93 0,80
Fenilalanina 15,50 1,64 NR
Treonina 0,82 0,78 NR
Arginina 1,54 1,99 NR
Valina 0,39 2,82 1,00
Histidina 0,35 1,30 NR

NR: No reportado

La Tabla 18 nos muestra la comparacion de la media de los valores de aminoacidos
esenciales obtenidos para la especie de Tenebrio molitor en este estudio (en g
aminoacido/100g de materia seca), con los resultados obtenidos en diversos estudios
recopilados en la literatura. Podemos observar que, también existen diferencias respecto
a los estudios recopilados, aunque, en algunos casos, las concentraciones de algunos de
los aminoacidos superan las reportadas por los autores. La metionina, isoleucina y
arginina se encuentran en valores superiores a los reportados por los autores, aunque;
en el caso de la metionina, el valor fue considerablemente mayor. La variacion de
concentracion de este aminodcido puede estar relacionada al método analitico utilizado

o a variaciones en la alimentacién de las larvas de 7. molitor. Por el contrario,
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aminoacidos como lisina, leucina, treonina y valina fueron encontrados en

concentraciones inferiores a las descritas en los estudios.

Tabla 18. Comparacion de la concentracion aminoacidos esenciales (g/100g MS) en la
harina de larva de Tenebrio molitor

Presente Kroncke & Noyens et Silva et Van Peer

estudio. Benning 2023  al. 2024 al. 2021 et al. 2021

2026 (45) 99) (100) (101)
Metionina 15,28 0,60 0,58 0,68 0,50
Lisina 0,30 1,20 1,35 1,30 0,90
Leucina 0,34 1,35 1,33 1,41 1,30
Isoleucina 1,61 0,70 0,72 0,74 0,80
Fenilalanina 1,16 1,98 NR NR NR
Treonina 0,35 1,20 NR 0,79 0,8
Arginina 1,34 1,25 NR NR NR
Valina 0,26 0,55 NR NR NR

NR: No reportado

En base a las dos tablas presentadas, se puede mostrar que tanto H. illucens como
T.molitor presentan un perfil aminoacidico equilibrado, con valores similares a los
reportados por los autores. La mayoria de autores hizo énfasis en los aminoacidos
metionina, lisina, leucina e isoleucina ya que resultan fundamentales en la alimentacion
animal (60,61). De estos aminoacidos, metionina se encuentra dentro, e incluso por
encima de los valores detectados por los autores; mientras que, lisina e isoleucina varian
su concentracion entre ambas especies, encontrandose en valores mayores o inferiores
a los reportados por los autores. La leucina, se encuentra, en ambas especies, en valores
inferiores a los reportados por los autores. Toda esta comparacion nos puede llevar a
inferir que, si bien tanto Hermetia illucens como Tenebrio molitor presentan proteina
de buena calidad, con alta capacidad de aprovechamiento en animales de produccion;
su reducida concentracion en algunos de los aminoacidos limitantes sugiere que, por si

solas; pueden no resultar capaces para satisfacer las necesidades de las especies.

En la Figura 19 podemos observar una grafica compativa sobre la variabilidad de los
promedios de concentracién aminoacidica en los aminoacidos esenciales calculados

para ambas especies. Se puede observar que, si bien ambos aumentos de concentracion
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en metionina y fenilalanina, la concentracion de ambos aminodcidos es
significativamente diferente. Siendo la metionina el aminoacido mas alto en 7. molitor,
y la fenilalanina el aminoacido mayor en H. illucens. Por otra parte, algunos de los
aminodcidos con cambios significativos entre ambas especies fueron lisina, treonina e
isoleucina. Lisina y treonina, aminoacidos vitales en la sintesis muscular, el crecimiento
0seo, la salud intestinal y la respuesta inmunolégica (60), alcanzaron niveles mayores
en Hermetia illucens; mientras que la isoleucina, un aminoacido con funciones en
reparacion muscular y regulacion energética (55), fue superior en Tenebrio molitor. El
resto de aminoécidos (arginina, valina y leucina) se mantuvieron similares entre ambas
especies. Destacar que, en el caso de la histidina, este aminoacido no pudo se detectado
en T. molitor y; asi mismo, también mantuvo concentraciones bajas en H. illucens.

Figura 19. Comparativa de los promedios de concentracion aminoacidica (g/100g
MS) de H. illucens 'y T. molitor
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El analisis de varianza de una via (ANOVA one-way) evidencid diferencias
significativas entre especies (p = 0,03997), indicando que la concentracién promedio de
aminoacidos esenciales difiere entre Hermetia illucens 'y Tenebrio molitor. En términos
generales, Hermetia illucens presentd un valor medio superior (0,1307 = 0,0169)
respecto a T. molitor (0,1066 = 0,0176), lo que sugiere una mayor concentracion
promedio de aminoacidos esenciales en la primera especie. Esta diferencia, aunque
numéricamente moderada, fue estadisticamente relevante, lo que respalda la existencia

de una variabilidad interespecifica en el perfil aminoacidico.
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En la Tabla 18 se puede observar el ANOVA efectuado para comparar el efecto de la
especie. Es importar resaltar que, este analisis se realizd cuando los datos de
concentracion aun se encontraban en la unidad original que nos dio el equipo de RP-
HPLC (umol/ml). Sin embargo, la conversion de los valores a g/100g MS no afecta la
significancia ni la conclusion de este analisis.

Tabla 19. Analisis de varianza para el efecto de la especie sobre la concentracion
de aminoacidos

Fuente de 1 Suma de Cuadrado F _valor

variacion £ cuadrados (SC) medio (CM) P
Especie 1 0,00174 0,000174 6,8268 0,03997
Error (residual) 6 0,00153 0,000255

Total corregido 11 0,00472

Desde una perspectiva biologica, esta diferencia significativa entre las concentraciones
aminoacidicas de ambas especies podria relacionarse con diferencias metabodlicas y
fisiologicas entre ambas, asi como con las caracteristicas de su dieta y tasa de
crecimiento. En términos de uso potencial en alimentacion animal, la mayor
concentracion observada en H. illucens podria conferirle una ventaja como fuente
proteica de alto valor biologico, especialmente en formulaciones donde la calidad del
perfil de aminoacidos esenciales es un factor determinante. La eleccion entre ambas
especies para su potencial uso en alimentacion., debe basarse en la demanda especifica

de la dieta del animal.

Enla Figura 20 se puede observar el cromatograma generado para las larvas de Hermetia
illucens de tamanos entre 6,5 y 9,5 mm, correspondientes al grupo de larva de H. illucens

pequefia (HP).
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Figura 20. Cromatograma de muestra de larva de Hermetia illucens de 6,5 — 9,5
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Se puede observar que todos los aminoacidos se encuentran dentro del rango de
retencion establecido en la validacion del método. Sin embargo, al tratar de exportarlos
del software utilizado, se pudo observar que la mayoria presentaban problemas de
resolucion mostrando los picos de aminodcidos con muy baja intensidad en relacion con
las interferencias presentes. Este problema causdé que en muchas ocasiones, los
aminodcidos no puedan ser distinguidos en la grafica. En el ejemplo de la Figura 20, se
presenta el cromatograma mas representativo de todas las corridas. Sin embargo, la
figura solo reconoce 14 de los 16 aminoacidos identificados, omisiones que se repiten
y aumentan en las corridas de las otras muestras. Debido a estas limitaciones técnicas,

dichos cromatogramas no fueron utilizados para el analisis final de aminoacidos.

3.4. Discusion critica de los resultados
3.4.1. Influencia de la especie y del tamaifio larval en la concentracion de
aminoacidos
El andlisis de varianza mostrado en la Tabla 18 indic6é que la especie influye
significativamente en la concentracion promedio de aminodcidos esenciales (F = 6,83;
p =0,03997). El contenido fue mayor en Hermetia illucens (0,1307 £ 0,0169 umol/ml)
que en Tenebrio molitor (0,1066 + 0,0176 pmol/ml). Esto sugiere que H. illucens ofrece
un aporte proteico esencial mas concentrado. Estudios recientes indican que, aunque la

composicion de proteina en H. illucens puede ser relativamente estable bajo diferentes
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sustratos, los instares tempranos muestran mayor contenido proteico en insectos como

T. molitor (38).

En cuanto al tamafio larval, para ambas especies, no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre tamanos (p = 0,1443). No obstante, observamos
una tendencia: las larvas pequeias registraron el valor promedio mas alto, seguidas por
las grandes y luego las medianas, resultados que pueden ser constatados en la Tabla 16.
Este comportamiento es coherente con estudios en 7. molitor, que muestran que los
instares intermedios pueden tener una disminucién en aminoacidos esenciales como

triptofano, leucina y azufrados en comparacion con instares mas tempranos (38).

Asimismo, en H. illucens, la composicion proteica suele ser mayor en instares
tempranos y mas estable a lo largo del desarrollo larval, aunque con variaciones menores

segun el sustrato (94,102).

3.4.2. Concentracion de aminoacidos

Los resultados obtenidos en el presente estudio para H. illucens y T. molitor muestran
un perfil de aminoéacidos que coincide parcialmente con lo reportado en la literatura (26)
para harina y extracto proteico de larvas de H. illucens. En este caso, la harina obtenida
present6 concentraciones de aminodcidos esenciales (AAE) dentro del rango encontrado
por dichos autores, aunque con diferencias atribuibles principalmente a la metodologia
de procesamiento y al estado fisioldgico de las larvas. Reportaron para la harina de H.
illucens una suma total de AAE de 295,8 mg/g proteina bruta, mientras que, en nuestro
estudio, dependiendo del tamafio larval, este valor fue superior en el caso de las larvas

grandes y similar o ligeramente inferior en las larvas pequefias.

En el presente estudio, se observo que la especie influyo significativamente sobre la
concentracion de aminoacidos, tal como se muestra en la Tabla 18; siendo Hermetia
illucens la que presentd valores mas elevados en comparacion con Tenebrio molitor.
Estos resultados coinciden con lo reportado en la literatura (27), donde se destaca el alto
contenido de proteina cruda (42,16 + 3,67% MS) de la harina de larva de Hermetia
illucens, lo que respalda su potencial como fuente proteica de calidad en la alimentacion
animal. Si bien el trabajo citado se enfocd en Cavia porcellus (cuyes), el hecho de que
el reemplazo parcial de harina de soja por harina de H. illucens no afectara

negativamente la ganancia de peso ni el peso corporal, y que incluso mejorara la
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conversion alimenticia en ciertos niveles de inclusion, sugiere que la calidad y el perfil
de aminoacidos de esta especie son adecuados para cubrir requerimientos nutricionales
con menor cantidad de alimento. De esta manera, la mayor concentracion de
aminoacidos observada en H. illucens en nuestro analisis se alinea con la evidencia de
que esta especie posee un perfil proteico de alta biodisponibilidad y potencial para su

uso en dietas animales como sustituto parcial de insumos tradicionales.

En el presente estudio, la diferencia significativa en la concentracion de aminoacidos
entre Hermetia illucens y Tenebrio molitor evidencia que la primera especie posee un
mayor potencial como fuente proteica (Tablas 16 y 17), lo que coincide con lo descrito
en la literatura (28), donde se evaltio la inclusion de harina de larva de mosca soldado
negra en dietas para trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Dichos autores reportaron
que la sustitucion de hasta el 50% de la harina de pescado por harina de H. illucens no
afectd negativamente el peso corporal ni la longitud total de las truchas, manteniendo
un adecuado desempefio productivo incluso en condiciones ambientales exigentes como
las del Lago Titicaca. Esto sugiere que el perfil de aminoécidos de H. illucens, reflejado
en nuestras mayores concentraciones, puede ser aprovechado eficientemente por
especies acuicolas de alto valor comercial, respaldando su uso como un ingrediente
proteico alternativo de calidad comparable a fuentes convencionales como la harina de

pescado.

Con respecto a los aminoacidos limitantes, en la comparacion entre H. illucens y T.
molitor demuestra que, en ambas especies, la metionina y la isoleucina se encuentran en
concentraciones bajas. Si bien estas concentraciones se encuentran dentro de los rangos
reportados por la literatura (26), siguen siendo inferiores a las requeridas para
aminoacidos esenciales en la formulacion de dietas balanceadas para animales. La baja
proporcion de ambos aminoacidos puede deberse a la composicion de las proteinas
estructurales en ambas especies (sobre todo la quitina y proteinas de cuticula), o a
factores de cria o de procesamiento de las larvas o la harina (39). Dado que la metionina
y la isoleucina son aminodcidos importantes en la nutriciéon animal, cuya deficiencia se
puede ver asociada a problemas de crecimiento, metabolismo energético y ganancia
muscular, especialmente en aves y cerdos; es importante considerar la complementacion
proteica de las harinas de larva para equilibrar el perfil aminoacidico al formular dietas

proteicas con este sustrato (64,93).
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3.5. Fortalezas y limitaciones
El presente estudio representa una contribucion inicial al andlisis comparativo del perfil
aminoacidico de harinas de Hermetia illucens y Tenebrio molitor, evaluadas como
posibles sustratos proteicos para la alimentacion animal. Una de las principales
fortalezas de esta investigacion radica en que constituye un analisis pionero realizado
con muestras locales, generando datos primarios relevantes que pueden servir de
referencia para futuras evaluaciones de ingredientes alternativos. Ademas, el estudio
contempld una diferenciacion por tamafios (pequefio, mediano y grande) en ambas
especies de insectos, lo cual permitié obtener promedios representativos del contenido
de aminodacidos, considerando posibles variaciones fisiologicas asociadas al desarrollo

larval.

Desde el punto de vista analitico, se empled un método validado de cromatografia
liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC), el cual mostré una adecuada
linealidad para la cuantificacion de aminodcidos, con coeficientes de determinacion (R?)
superiores a 0,98 en la mayoria de los casos. Asimismo, se calcularon los limites de
deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ), lo que permitioé evaluar la sensibilidad del
método y garantizar la confiabilidad de los datos reportados, especialmente en

aminoacidos presentes en bajas concentraciones.

El disefio experimental contempld dos corridas analiticas para cada concentracion de
los patrones, cada una con su respectiva réplica, lo cual mejor6 la precision y permitio
calcular desviaciones estandar y %RSD como medida de la repetibilidad. Esta estrategia
fortaleci6 la calidad de los resultados obtenidos en cuanto a validacion del método y

control de variabilidad instrumental.

Sin embargo, aunque el anélisis se centr6 en los aminoacidos, no se incluyeron otros
nutrientes de relevancia, como lipidos, minerales o fibra, ni se evaluaron propiedades
funcionales o parametros de digestibilidad, parametros clave para una caracterizacion

completa del valor nutricional.

Por otro lado, algunas concentraciones bajas o ausencias aparentes de determinados
aminoacidos (como la histidina en 7. molitor) podrian atribuirse a valores por debajo
del limite de deteccion o a posibles interferencias durante la derivatizacion, lo que

sugiere la necesidad de ensayos complementarios para confirmar estos resultados.
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A pesar de estas limitaciones, el presente estudio proporciona una base técnica so6lida
para futuras investigaciones orientadas a integrar harinas de larvas en la formulacion de
dietas balanceadas para animales monogastricos y rumiantes, con enfoque en

sostenibilidad y aprovechamiento de subproductos locales.

3.6. Propuesta de aplicacion del resultado
Los resultados obtenidos en esta investigacion, que comparan el perfil aminoacidico de
harinas de H. illucens y T. molitor, permiten proyectar su aplicacion como sustratos
proteicos complementarios en la formulacion de dietas para animales productivos.
Desde el punto de vista nutricional, la metionina y la lisina son los aminoacidos
limitantes mds importantes en las dietas de aves y peces. Por ello, la mezcla de harinas
de H. illucens y T. molitor en proporcion 60:40 mejora el balance aminoacidico,
incrementa la eficiencia alimenticia (FCR) y reduce la necesidad de suplementos
sintéticos (98,99). Ambas especies presentan presencia variable de aminodcidos
esenciales, con diferencias marcadas en la concentracion de algunos como lisina,
metionina e isoleucina, que son comunmente limitantes en sistemas intensivos de

produccion animal.

Estudios previos respaldan el uso de estas especies como ingredientes alternativos en
alimentacion animal. Por ejemplo, 7. molitor ha demostrado buenos resultados como
reemplazo parcial de harina de pescado en dietas para aves y peces (103,104), mientras
que H. illucens se ha utilizado con éxito en dietas para cerdos, cuyes, aves y rumiantes,

gracias a su perfil proteico y eficiencia de conversion alimenticia (105,106).

Pese a que ninguna de las especies por si sola presenta un perfil perfectamente
equilibrado para cubrir todos los requerimientos esenciales de especies como aves,
cerdos, ovinos o0 caprinos, su incorporacion estratégica en las dietas puede
complementar otras fuentes proteicas. Por ejemplo, H. il/lucens mostrdé mayores niveles
de arginina, lisina y fenilalanina, mientras que 7. molitor se destac6 en metionina e
isoleucina. Por tanto, su combinacion podria mejorar la adecuacion del perfil

aminoacidico general en raciones balanceadas.

Una via adicional para potenciar su aplicabilidad es la optimizacion de su perfil proteico
mediante el manejo nutricional de los insectos durante su crianza. Se ha demostrado que
dietas ricas en nitrdgeno o aminodcidos especificos pueden modificar

significativamente el contenido y proporcion de aminoécidos esenciales en los insectos
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(107). Asimismo, procesos tecnologicos como el desgrasado ("defatting") permiten
aumentar la concentracion relativa de proteinas en la harina final, facilitando su

incorporacion en formulas concentradas (108).

Desde una perspectiva mas amplia, el uso de harinas de insecto se alinea con los
principios de la economia circular y sostenibilidad local. Ambas especies pueden criarse
sobre sustratos orgénicos de bajo valor, como subproductos agroindustriales o residuos
hortofruticolas, lo que permite transformar residuos en biomasa proteica de alto valor.
Este enfoque contribuye a reducir la presion sobre recursos tradicionales (como la soya
y la harina de pescado), minimiza impactos ambientales y fortalece la seguridad

alimentaria a nivel local y regional (12,109).

La determinacion del perfil aminoacidico de H. illucens y T. molitor aporta una base
técnica para su valorizacion como ingredientes funcionales en nutricion animal, y
permite orientar futuras investigaciones hacia la formulacion de dietas especificas por
especie productiva, buscando el equilibrio nutricional, la sostenibilidad econémica y el

aprovechamiento eficiente de recursos.
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4. CONCLUSIONES

PRIMERA: Se valido el método de cuantificacion de aminoacidos mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC), obteniendo
coeficientes de determinacion (R?) superiores a 0,98 en la mayoria de los aminoacidos
analizados. Asimismo, se establecieron los valores de pendiente, limites de deteccion
(LOD) y limites de cuantificacion (LOQ), que evidenciaron la sensibilidad y linealidad
del método. Los valores de %RSD obtenidos fueron inferiores al 5% para la mayoria de
los compuestos, confirmando la precision y reproducibilidad de la técnica empleada

para los niveles de concentracion trabajados.

SEGUNDA: Se caracterizo el perfil aminoacidico de las harinas de larvas de Hermetia
illucens y Tenebrio molitor mediante la técnica validada de RP-HPLC. Se identificaron
y cuantificaron los principales aminoacidos esenciales y no esenciales presentes en
ambas especies, con diferencias en la concentracion relativa de cada compuesto. Entre
los aminoacidos mas abundantes en H. illucens destacaron la fenilalanina, lisina y
arginina, mientras que en 7. molitor se observaron niveles superiores de metionina e

isoleucina.

TERCERA: al comparar la composicion aminoacidica de ambas harinas, se observo
que tanto H. illucens como T. molitor presentan perfiles complementarios, con
variabilidad en el contenido de aminodcidos esenciales. H. illucens mostr6 mayor
contenido en la mayoria de los aminoacidos analizados, con excepcion de metionina e

isoleucina, que fueron mas elevadas en 7. molitor.

CUARTA: los resultados obtenidos en este estudio respaldan el uso potencial de
harinas de Hermetia illucens y Tenebrio molitor como ingredientes alternativos ricos en
aminoacidos para la alimentaciéon animal. La validacion metodolégica asegura la
confiabilidad de los datos generados, mientras que la caracterizacion y comparacion de
ambos insectos permite identificar sus ventajas nutricionales particulares.
Adicionalmente, la comparacion de los perfiles aminoacidicos de las harinas de larva
de Hermetia illucens y Tenebrio molitor demuestra que cada una presenta fortalezas en
cuanto a concentracion de aminodcidos. Un uso combinado de ambas podria representar

una estrategia para la formulacion de dietas animales, puesto que la complementariedad
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entre ambas harinas podria para subsanar las deficiencias individuales y reforzar el

potencial nutricional y la calidad de proteina ofrecida.
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5. RECOMENDACIONES

>

Seria relevante investigar sobre el efecto de diferentes dietas de cria sobre el perfil
aminoacidico de las larvas, dado que se ha demostrado que la alimentacion influye
en la calidad nutricional del insecto. Tener mas informacion al respecto permitiria
manipular y optimizar las dietas de las larvas para que se ajusten con mayor
exactitud al perfil nutricional requerido por cada especie animal.

En necesario realizar ensayos de digestibilidad y biodisponibilidad, tanto in vitro
como in vivo, en animales de produccion, con el objetivo de determinar el verdadero
aprovechamiento de los aminoécidos presentes en las harinas de insecto.

Se recomienda desarrollar estudios de alimentacion animal utilizando estas harinas
como ingrediente principal o suplementario, a fin de evaluar su impacto en el
crecimiento, eficiencia productiva, salud digestiva y calidad del producto final
(carne, huevo, leche, entro otros).

Es recomendable empezar a realizar estudios de escalabilidad, costos de produccion
y estudios de ciclo bioldgico de las larvas, que permitan evaluar la viabilidad
técnica, econdmica y ambiental de la incorporacion de harinas de insectos en la
nutricién animal a gran escala.

Finalmente, se destaca la importancia de seguir promoviendo el desarrollo de esta
alternativa proteica en el contexto de la economia circular y la sostenibilidad
agroalimentaria, contribuyendo a sistemas de produccion mas resilientes y

responsables.
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ANEXO 01
SECUENCIA FOTOGRAFICA

Figura 21. Sistema de RP-HPLC

Se muestra el equipo de
RP-HPLC modelo
Dionex UltiMate 3000
(Thermo Scientific)
implementado en el
laboratorio F-409 del
campus de la UCSM.

Figura 22. Estandares de aminoacidos derivatizados y envasados en los viales, listos para
ser leidos por el equipo de RP-HPLC
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> Se muestran los viales

con las soluciones
estandar a los diferentes
volumenes utilizados,
previamente

derivatizadas y listas
para ingresar en el

sistema de RP-HPLC.



Figura 23. Larvas descongeladas de Tenebrio molitor y Hermetia illucens
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» Comparacion visual entre

las larvas descongeladas
de  Tenebrio  molitor
(arriba) 'y las larvas
descongeladas de

Hermetia illucens (abajo).

» Proceso de distribucion

homogéneo de las larvas
descongeladas de
Hermetia illucens en los
envases donde seran
desecados en un horno a

60°C durante 30 minutos.



Figura 25. Larvas desecadas de Hermetia illucens

Figura 26. Separacion de larvas de Hermetia illucens

92

Larvas de  Hermetia
illucens tras el proceso de
desecado. Se  puede
observar un ligero cambio
en la tonalidad de estas,
asi mismo, las larvas secas
son mucho mas ligeras,
indicando que ya no
presentan humedad en su

interior.

Separacion de las larvas
desecadas de Hermetia
illucens en base a tres
tamafos: pequenas
(arriba), medianas

(centro) y grandes (abajo).



Figura 27. Molienda de larvas de Hermetia illucens

» Proceso de molienda de
las larvas desecadas y
separadas de Hermetia
illucens para obtener

harina de larva.

» Separacion de las larvas
congeladas de Tenebrio
molitor para su conversion
en harina. El proceso de
conversion en harina de
las larvas de Tenebrio
molitor se realizd6 de
manera diferente al de
Hermetia illucens, gracias
al mayor contenido de
grasa de las larvas de

tenebrio.
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Figura 29. Ebullicion de larvas de Tenebrio molitor

Las larvas de Tenebrio
molitor fueron puestas a
ebullicion  durante 10
minutos, este proceso se
utiliza para desinfectar a
las larvas y, asi mismo,
facilitar el proceso de

desgrasado siguiente.

» Se realizd un proceso de
estrujado o desgrasado a
las larvas de Tenebrio
molitor, a fin de eliminar
mas eficientemente grasas

y liquidos de estas.
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Figura 31. Muestras obtenidas de las larvas de Tenebrio molitor desgrasadas, antes del
proceso de desecado

» Tras el proceso de
desgrasado se obtuvieron
muestras de una fraccion
solida de las larvas, las
cuales fueron puestas a
desecado en horno a 45°C

durante 24 horas.
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Figura 32. Muestras de Tenebrio molitor tras el proceso de desecado

2
A

i

: » Estado de las muestras tras
‘ " el proceso de desecado, se

puede observar un cambio

en el color y tamafio de
estas. Tras este proceso,
las  muestras  fueron
molidas para finalmente
obtener la harina de larva

de Tenebrio molitor.



Figura 33. Harinas de larva de Hermetia illucens y Tenebrio molitor obtenidas

» Harinas de larva de
Hermetia  illucens
(fila de arriba) y
Tenebrio molitor
(fila de  abajo)
obtenidas tras todos
los procesos

anteriores.

Figura 34. Comparacion detallada de harinas de Hermetia illucens y Tenebrio molitor

» Se observa las harinas obtenidas. A la izquierda: Harina de larva de Hermetia illucens. A la
derecha: Harina de larva de Tenebrio molitor. La harina de H. illucens obtenida presento de
color oscuro, con apariencia uniforme y particulas finas de aspecto pulverulento; mientras que
la harina de 7. molitor presenté un color marrén oscuro con diferencias de tonalidad, sus

particulas se mostraron menos uniformes, con grumos visibles.
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Figura 35. Pesado de las muestras de harina para el proceso de hidrolisis

» Pesado de 0.1g de
harina para iniciar el
proceso de hidrolisis y
derivatizacion de las

muestras.

» Las muestras de harina
pesadas anteriormente
fueron colocadas en tubos
Pirex de 20ml, rotuladas, se
les afadieron 15 ml de HCI
6N vy finalmente fueron
burbujeadas con N, a fin de
eliminar todo el O, presente

y favorecer la hidrdlisis.
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Figura 37. Muestras antes del proceso de hidroélisis (izquierda), y después del proceso de
hidrdlisis a 110°C durante 24 horas (derecha)

» A laizquierda: estado de los tubos con las muestras antes de ingresar a la estufaa 110°C
durante 24 horas (Proceso de hidrdlisis acida). A la izquierda: tubos tras el proceso de
hidrolisis. Se puede observar el notorio cambio de color de las muestras. Estas muestras

fueron filtradas al vacio y enrasadas a 25ml con agua ultrapura.

Figura 38. Proceso de derivatizacion de las muestras filtradas

» Derivatizacion de las muestras. Para esto se tomaron alicuotas de 150 pl de las muestras
filtradas y para anadirles los reactivos de derivatizaciéon (metanol, PITC, TEA), en las

concentraciones indicadas en la seccion 2.3.2.4.
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Figura 39. Sistema de secado al vacio para la derivatizacion de las muestras

» Se muestra el sistema
elaborado para realizar la
derivatizacion de los
tubos en condiciones
anaerobias. El sistema
estd constituido por un
taper plastico con dos
valvulas con  espiga
acopladas, a las cuales se
conecté la manguera del
filtro al vacio para brindar
las condiciones

anaerobias.

» Muestras envasadas en los viales tras el proceso de derivatizacion. Rotuladas para ser

sometidas al proceso cromatografico.
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ANEXO 02
CROMATOGRAMAS

Figura 41. Cromatograma de aminoacidos estindar a volumen de 10 pl del estandar de
referencia (Repeticion)
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» Cromatograma correspondiente a la etapa de validacion del proceso, repeticion del volumen

de estdndar de 10pl, se logran observar todos los picos de aminoacidos separados entre si.
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Figura 42. Cromatograma de aminoacidos estandar a volumen de 20 pl del estandar de
referencia
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» Cromatograma correspondiente a la etapa de validacion del proceso, volumen de
estandar de 20ul, los picos se logran ver mas altos, indicador de mayor concentracion

de los aminoacidos.
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Figura 43. Cromatograma de aminoacidos estandar a volumen de 20 pl del estandar de
referencia (Repeticion)
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Time: [min]
» Cromatograma correspondiente a la etapa de validacion del proceso, repeticion del
volumen de estdndar de 20pl, los picos se ven mas pequefios debido a que aumenta la
absorbancia maxima gracias a una interferencia, sin embargo; la absorbancia de los

aminoacidos se mantiene estable.
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Figura 44. Cromatograma de aminoacidos estandar a volumen de 30 pl del estandar de
referencia
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» Cromatograma correspondiente a la etapa de validacién del proceso, volumen de

estandar de 30ul, los picos de aminoacidos alcanzan una absorbancia mayor.
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Figura 45. Cromatograma de aminoacidos estindar a volumen de 30 pl del estandar de

referencia (Repeticion)
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» Cromatograma correspondiente a la etapa de validacion del proceso, repeticion del

volumen de estandar de 30pl, se mantiene una absorbancia de los picos similar al de

la imagen anterior.
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Figura 46. Cromatograma de aminoacidos estindar a volumen de 40 pl del estandar de

referencia
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» Cromatograma correspondiente a la etapa de validacién del proceso, el volumen de

estandar de 40pl, se observa mayor absorbancia de los picos de aminoacidos.
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Figura 47. Cromatograma de aminoacidos estandar a volumen de 40 pl del estandar de
referencia (Repeticion)
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» Cromatograma correspondiente a la etapa de validacion del proceso, repeticion del
volumen de estandar de 40pl, se mantiene una absorbancia de los picos similar al de

la imagen anterior.
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Figura 48. Cromatograma de aminoacidos estandar a volumen de 60 pl del estandar de
referencia (Repeticion)
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» Cromatograma correspondiente a la etapa de validacion del proceso, repeticion del
volumen de estdndar de 60ul, los picos de aminoacidos alcanzan su maximo nivel de

absorbancia.
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ANEXO 03
VERIFICACION DE LOS SUPUESTOS DE LOS ANALISIS DE VARIANZA
(ANOVA)

Para la evaluacion de los supuestos necesarios para la aplicacion de la prueba de andlisis de
varianza (ANOVA), se utilizaron las pruebas de Shapiro-Wilk (a=0,05) para evaluar la
normalidad y la prueba de Levene (0=0,05) para evaluar la homocedasticidad (homogeneidad

de varianzas).

1. Verificacion de supuestos para la prueba ANOVA de efecto del tamaiio larval
1.1.Normalidad
La prueba de Shapiro-Wilk indico que, de un total de 48 evaluaciones (16
aminoacidos evaluados en tres tamafios de larvas), 40 grupos cumplieron con la
normalidad, representando un porcentaje de 83,3% del total. Las desviaciones se
observaron en determinados aminoacidos. Se evidencia que la mayoria de los grupos
evaluados presento una distribucion normal.

Tabla 20. Resultados de la prueba de Shapiro-Wilk para la verificacion del supuesto de
normalidad en el analisis del efecto del tamaiio larval

Aminoacido Grupo Estadistico W p-valor Cumple Normalidad
Arginina P 0,903771 0,450029 Si
Arginina M 0,849953 0,226006 Si
Arginina G 0,871302 0,302818 Si

Acido aspartico P 0,861564 0,265848 Si
Acido aspartico M 0,864396 0,276261 Si
Acido aspartico G 0,913813 0,502833 Si
Acido glutimico P 0,856343 0,247371 Si
Acido glutamico M 0,983079 0,919829 Si
Acido glutimico G 0,780274 0,071294 Si
Serina P 0,948260 0,705265 Si
Serina M 0,990960 0,962334 Si
Serina G 0,761368 0,049064 No
Glicina P 0,892710 0,395757 Si
Glicina M 0,927755 0,581267 Si
Glicina G 0,800369 0,102884 Si
Histidina P 0,841596 0,200096 Si
Histidina M 0,730381 0,024857 No
Histidina G 0,757334 0,045130 No
Treonina P 0,866991 0,286044 Si
Treonina M 0,929319 0,590400 Si
Treonina G 0,808256 0,117870 Si
Alanina P 0,798602 0,099736 Si
Alanina M 0,858543 0,255045 Si
Alanina G 0,807047 0,115469 Si
Prolina P 0,860656 0,262570 Si

108



Prolina M 0,909005 0,477148 Si
Prolina G 0,951787 0,727290 Si
Tirosina P 0,903994 0,451166 Si
Tirosina M 0,936404 0,632528 Si
Tirosina G 0,774356 0,063621 Si
Valina P 0,865093 0,278864 Si
Valina M 0,697046 0,010722 No
Valina G 0,852719 0,235088 Si
Metionina P 0,769179 0,057458 Si
Metionina M 0,782584 0,074480 Si
Metionina G 0,748972 0,037778 No
Isoleucina P 0,826638 0,159204 Si
Isoleucina M 0,764423 0,052222 Si
Isoleucina G 0,759687 0,047393 No
Leucina P 0,813599 0,128929 Si
Leucina M 0,989475 0,954763 Si
Leucina G 0,908580 0,474911 Si
Fenil alanina P 0,928547 0,585883 Si
Fenil alanina M 0,749305 0,038051 No
Fenil alanina G 0,731996 0,025812 No
Lisina P 0,835480 0,182545 Si
Lisina M 0,770433 0,058905 Si
Lisina G 0,770180 0,058611 Si

1.2.Homogeneidad de varianzas

La prueba de Levene demuestra que 8 de los 16 aminoécidos evaluados (50,0%)
cumplen con el supuesto de homocedasticidad. Los aminoacidos que no presentan
igualdad de varianzas entre tamafios larvales son: dcido aspartico, dcido glutdmico,
treonina, prolina, tirosina, isoleucina, fenilalanina y lisina. Esto indica que existe
heterogeneidad en algunos aminodcidos especificos. Sin embargo, dado que el
disefio experimental es balanceado y robusto se procedid a utilizar e interpretar los
resultados de este analisis ANOVA en el presente trabajo.

Tabla 21. Resultados de la prueba de Levene para la verificacion del supuesto de
homocedasticidad en el analisis del efecto del tamaiio larval

Aminoacido Estadistico p-valor Cumple
Homocedasticidad

Arginina 0,118083 0,889977 Si
Acido aspartico 10,034184 0,005113 No
Acido glutamico 7,838616 0,010685 No
Serina 1,448945 0,284758 Si
Glicina 1,070614 0,382730 Si
Histidina 1,938512 0,199490 Si
Treonina 9,213875 0,006641 No
Alanina 1,273961 0,325705 Si
Prolina 11,531369 0,003289 No
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Tirosina 13,346078 0,002030 No
Valina 1,204338 0,343980 Si
Metionina 3,454001 0,077059 Si
Isoleucina 8,556995 0,008283 No
Leucina 0,680538 0,530603 Si
Fenil alanina 2159,648711 0,000000 No
Lisina 549,440804 0,000000 No

2. Verificacion de supuestos para la prueba ANOVA de efecto de la especie

2.1.Normalidad

De las 32 evaluaciones realizadas (16 aminoacidos en 2 especies), 25 grupos

cumplieron el supuesto de normalidad, representando un 78,1% del total.

Tabla 22. Resultados de la prueba de Shapiro-Wilk para la verificacion del supuesto de
normalidad en el analisis de la especie

Aminoacido Grupo Estadistico W p-valor Cumple
Normalidad
Arginina Hermetia 0,976881 0,935045 Si
Arginina Tenebrio 0,801644 0,060807 Si
Acido aspartico Hermetia 0,922588 0,524195 Si
Acido aspartico Tenebrio 0,976465 0,932698 Si
Acido Hermetia 0,919394 0,501007 Si
glutamico
Acido Tenebrio 0,758081 0,023872 No
glutamico
Serina Hermetia 0,846066 0,146236 Si
Serina Tenebrio 0,681471 0,003920 No
Glicina Hermetia 0,823070 0,093801 Si
Glicina Tenebrio 0,929522 0,576419 Si
Histidina Hermetia 0,802162 0,061461 Si
Histidina Tenebrio 1,000000 1,000000 Si
Treonina Hermetia 0,931704 0,593323 Si
Treonina Tenebrio 0,914402 0,465980 Si
Alanina Hermetia 0,712952 0,008440 No
Alanina Tenebrio 0,897831 0,361267 Si
Prolina Hermetia 0,918840 0,497046 Si
Prolina Tenebrio 0,910621 0,440493 Si
Tirosina Hermetia 0,935824 0,625765 Si
Tirosina Tenebrio 0913611 0,460574 Si
Valina Hermetia 0,968707 0,883636 Si
Valina Tenebrio 0,960961 0,827117 Si
Metionina Hermetia 0,848227 0,152283 Si
Metionina Tenebrio 0,921148 0,513670 Si
Isoleucina Hermetia 0,755667 0,022621 No
Isoleucina Tenebrio 0,961915 0,834368 Si
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Leucina Hermetia 0,888452 0,310157 Si
Leucina Tenebrio 0,861288 0,193630 Si
Fenil alanina Hermetia 0,666086 0,002661 No
Fenil alanina Tenebrio 0,763630 0,026994 No
Lisina Hermetia 0,717829 0,009476 No
Lisina Tenebrio 0,900970 0,379694 Si

2.2.Homogeneidad de varianzas
Esta prueba indico que 12 de los 16 aminoacidos presentan homogeneidad entre
especies (75,0%). Estos resultados demuestran un mayor cumplimiento en este

supuesto en comparacion con el andlisis por tamafio larval.

Tabla 23. Resultados de l1a prueba de Levene para la verificacion del supuesto de
homocedasticidad en el analisis del efecto de la especie

Aminoacido Estadistico p-valor Cumple
Homocedasticidad

Arginina 0,057217 0,815782 Si
Acido aspartico 6,508829 0,028803 No
Acido glutamico 0,629331 0,446015 Si
Serina 0,570288 0,467558 Si
Glicina 4,135263 0,069393 Si
Histidina 5,188796 0,045950 No
Treonina 16,451801 0,002301 No
Alanina 0,496484 0,497131 Si
Prolina 0,152791 0,704081 Si
Tirosina 5,894959 0,035574 No
Valina 4,805701 0,053139 Si
Metionina 0,709807 0,419202 Si
Isoleucina 2,114886 0,176529 Si
Leucina 0,005039 0,944807 Si
Fenil alanina 2,551987 0,141239 Si
Lisina 2,463964 0,147557 Si

A pesar de que, no todos los aminoacidos cumplen satisfactoriamente las pruebas de los
supuestos, la robustez que el analisis ANOVA presenta ante violaciones moderadas de los supuestos,

especialmente cuando los tamafios de muestra son iguales (como en este estudio), permite mantener la

validez de las conclusiones principales del analisis.
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