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Resumen

La falta de fuentes alternativas sustentables de proteina junto con el crecimiento acelerado de
la poblacién mundial, y el cambio climatico acrecienta la inseguridad alimentaria convirtiéndolo
en uno de los problemas mas criticos del ultimo siglo. La entomofagia describe el consumo de
insectos promoviendo la reutilizacion de residuos orgénicos para la fabricacion de bioalimentos.
El presente estudio evalué la capacidad de bioconversion de residuos organicos domésticos en
biomasa a través del invertebrado Tenebrio molitor L y su viabilidad de consumo. Se criaron
gusanos de la harina amarillo en bioterio (ex situ) bajo condiciones controladas de temperatura
y humedad, alimentados con doce dietas formadas por subproductos organicos domésticos, y
proporcionadas en base a la cantidad de materia hUmeda y seca. Mediante el pesaje de las
larvas y los métodos oficiales de la Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) de
Estados Unidos, se evaluaron las siguientes variables: FCR, variacién de peso, supervivencia y
valores proximales durante 45 dias. Los resultados mostraron que el tratamiento 11 (60 g
cascaras de remolacha con 75 g Harina de trigo y 25 g harina de maiz) presento las tasas mas
eficientes de bioconversion (FCR ~2), crecimiento (incremento de peso >0,140 g), y
supervivencia (>96%). Asi mismo, obtuvo los valores mas altos de los parametros proximales,
en proteina bruta (>22%), grasa bruta (>32%,), humedad (~58%), cenizas (~3%) y un pH ~
6,101. Por dltimo, en relacién a los analisis microbiol6gicos, realizado mediante cuantificacion
de unidades formadoras de colonia en medios de cultivo - Petrifilm, se observo crecimiento de
aerobios mesdéfilos, mohos y levaduras, coliformes totales y E. coli pero bajo los limites
permisibles para consumo que establece la Comisién de la Union Europea para T. molitor L.
Este estudio provee informacion relevante acerca de la viabilidad del consumo humano de
Tenebrio molitor L en larva y la promocion simultanea de la gestion de residuos organicos que
se generan en los hogares.

Palabras clave: bioconversién, insectos comestibles, indice de conversion alimenticia,

residuos organicos, analisis proximales
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Abstract

The lack of sustainable alternative sources of protein as well as the accelerated growth of the world's
population and the climate change are driving food insecurity, one of the most critical problems of
the last century. Entomophagy describes the consumption of insects that promotes the reuse of
organic residues as a raw material to produce biofoods. The present research evaluated the
capacity of bioconversion of household organic wastes into biomass by the invertebrate Tenebrio
molitor L. and its viability as food. Yellow mealworms were bred into a biotherium (ex situ) under
controlled conditions such as temperature and humidity, and fed with twelve different diets
formulated based on the amount of wet and dry matter of domestic organic by-products. Through
larval weighing and measurements carried out according to the official methods of the Association of
Official Agricultural Chemists (AOAC) of the United States, were evaluated the following parameters:
FCR, weight variation, survival and proximal variables during 45 days. The results indicated that
treatment 11 (60 g beet peels with 75 g wheat flour and 25 g corn flour) presented the most efficient
rates of bioconversion (FCR ~2), growth (weight increase >0.140 g), and survival (>96%). Likewise,
it had the highest proximate variables values such as crude protein (>22%), crude fat (>32%),
moisture (~58%), ash (~3%) and pH ~ 6.101. Finally, regarding microbiological analysis, performed
by quantification of colony forming units (UFC) in culture media — Petrifilm, showed growth of
mesophilic aerobes, molds, yeasts, total coliforms and E. coli but under permissible limits for
consumption established by the Commission of the European Union. Thus, this study provides
relevant information about the feasibility of human consumption of Tenebrio molitor L. larvae and the
simultaneous promotion of organic waste management generated in households.

Key words: bioconversion, edible insects, feed conversion ratio, organic residues,

proximate analysis
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Capitulo I: Introduccion
Antecedentes

La falta de fuentes alternativas sustentables de proteina es problema global que aqueja
a la comunidad cientifica y se ve agravada por la malnutricion.

La malnutricion humana esta presente en todos los paises del planeta bajo distintos
niveles, siendo América Latina y especialmente en Ecuador, Guatemala y Honduras los paises
con mayor incidencia de obesidad y retraso en el crecimiento (Global Nutrition Report, 2020;
(FAO et al., 2023).

La desnutricién crénica infantil es considerada uno de los principales problemas de
salud publica del pais, afectando a uno de cada tres nifios menores de 2 afios (UNICEF, 2020).
Esta condicién no solo tiene una afeccién personal, sino que conlleva gastos asociados a todo
el estado representando el 4,3% del PIB de Ecuador, en términos de costos de salud,
educacion, cuidado y pérdida de productividad (ONU Ecuador, 2022).

Histéricamente, diversos grupos culturales y étnicos del mundo incluyeron a los insectos
en su dieta como suplemento proteico (Meyer-Rochow, 1975). Los primeros testimonios de
personas que comieron insectos datan del siglo VIl a.C. en Oriente Medio (Bodenheimer,
1951). Onore (1997) relataba a la entomofagia en el Ecuador como una tradicién ancestral
existente antes de la colonizacién europea, y predominante en zonas rurales, alejadas del
progreso tecnologico.

Smith & Paucar, (2000) sustentaron esto con un estudio descriptivo sociocultural de
Platycoelia lutescens Blanchard (Scarabaeidae: Rutelinae: Anoplognathini) conocido como
“catzo blanco” y utilizado como fuente alimentaria de la regién andina del Ecuador,
especificamente de la ciudad de Quito, provincia de Pichincha. Se demostré la importancia
cultural del consumo de insectos como una costumbre ancestral arraigada en la poblacion y

gue estaba relacionada con su estatus socio — econdémico.
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El crecimiento exponencial del establecimiento de criaderos y granjas de insectos
debido a la demanda alimentaria del planeta, y el gran potencial bioprospectivo de estos
invertebrados en la industria biotecnolégica (Hoffmann, 2017), ha incentivado la investigacion
bromatoldgica y microbiol6gica de los mismos en distintas regiones del planeta especialmente
Asia, Europa y América. Pero desde un punto de vista econdmico, las condiciones de cria,
como la dieta, la temperatura y el tiempo, y el rendimiento de los insectos, como la mortalidad y
el valor nutricional son factores importantes que limitan su industrializacion (Harsanyi et al.,
2020).

En la actualidad, ya se han definido las condiciones de cria ex situ de Tenebrio molitor
L. en regiones tropicales, nérdicas y hasta andinas (Intriago & Valencia, 2014; Ortega &
Gonzalez, 2019). Es decir, la temperatura, porcentaje de humedad relativa, fotoperiodo, y
aireacion, no representan un reto para la produccion de estos coledpteros (Oonincx et al.,
2015); siendo su dieta uno de los factores de mayor relevancia para la promocion de su
reproduccién y obtencion de un favorable contenido nutricional (van Broekhoven et al., 2015;
(Harsanyi et al., 2020).

En Ecuador son escasos los estudios (Espinosa et al., 2019; Velastegui et al., 2020;
Pico - Puma et al., 2020) enfocados en biorrefineria de insectos y no hay reportes acerca del
valor nutricional del gusano amarillo de la harina (Tenebrio molitor L.) bajo condiciones
controladas, y alimentados con subproductos domésticos (Intriago & Valencia, 2014).

Pero se puede tomar como referencia a Intriago & Valencia, (2014) que realizaron
estudios acerca de la composicion quimica (antocianinas), proximal y rendimiento crecimiento
de Tenebrio molitor L. alimentados con sustratos a base de harina de maiz morado al 100 %,
75%, 50 %, y 25 % como materia seca con 5 g de lechuga y 2 g de mani como materia
hameda. En donde las larvas alimentadas con mas del 50% de harina de maiz presentaron

mayor cantidad de proteina y antocianinas con mejores caracteristicas fisicas de peso y
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longitud. En cambio, con una dieta de maiz morado al 100% el ciclo de vida se redujo a 14
semanas, pero tuvo mayor mortalidad.

van Broekhoven y colaboradores (2015) ya han realizado evaluaciones con dietas a
base de subproductos organicos en Paises Bajos. Analizaron el porcentaje de supervivencia,
tasa de bioconversion y valoraciones nutricionales de Tenebrio molitor L. con dietas basadas
en el contenido de proteinas y almidén. Con la dieta alta en proteina y baja en almidén — HPLS
obtuvieron mayor supervivencia, menor tiempo de desarrollo, y mayor indice de Conversién del
Alimento (FCR). A su vez, el porcentaje de proteina en biomasa no vario significativamente
entre las dietas suministradas (45.1 — 48.6%) y el mayor porcentaje de grasa bruta (27.6 %) se

obtuvo con la dieta HPLS.

Respecto a los analisis microbiol6gicos en Tenebrio molitor L., no se han encontrado
estudios locales (Espinosa et al., 2019; Velastegui C. et al., 2020; Pico - Puma et al., 2020),
pero si en el extranjero. La UE en su Reglamento de Ejecucién 2022/169 describe los
microorganismos presentes en T. molitor L. congelado y desecado o pulverizado, notando la
presencia de: Colonias aerobias, Enterobacterias, Escherichia coli, Bacillus cereus, anaerobios
sulfito-reductores, levaduras y mohos, pero bajo los limites permitidos para alimentos de
consumo humano (EUR-Lex, 2022)

Justificacion del problema

Esta previsto que la poblacion mundial alcance los 9.700 millones en 2050 (ONU, 2019);
el crecimiento poblacional en conjunto con el cambio climatico genera una mayor demanda de
alimentos que agota las fuentes alimentarias convencionales, y promueve la busqueda de
nuevas fuentes de materias primas (FAO, 2008; Palma et al., 2019).

Asimismo, la erosion de los suelos, el uso excesivo de los recursos hidricos, la

generacion de gases de efecto invernadero y la desenfrenada contaminacion ambiental
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provocada por la agricultura tradicional, y los procesos de produccién de cérnicos, vuelven
insostenible e insustentable el consumo de estas fuentes proteicas (van Huis & Oonincx, 2017).

El cultivo de insectos genera cien veces menos gases de efecto invernadero por kg de
peso que el sector porcino, usa cinco veces menos agua, y diez veces menos suelo (Lim,
2022). Estos invertebrados tienen un alto contenido nutricional en proteinas, &cidos grasos
esenciales, oligoelementos, y fibra. Ademas, plantean un riesgo reducido en la transmision de
enfermedades zoonoticas (Azagoh et al., 2015; FAO, 2013; FAO, 2014) y se los considera
hasta el momento como el mejor sustituto de la carne (H. J. Lee et al., 2020).

La entomofagia (consumo insectos) se ha convertido en una oportunidad y alternativa a
las fuentes proteicas de consumo masivo habituales (FAO, 2008; van Huis, 2016; Palma et al.,
2019; FAO, 2021), no sélo por sus beneficios ambientales y socioeconémicos (van Huis, 2013),
sino también, porque se perfila como estrategia para prevenir y manejar enfermedades
crénicas como la diabetes, la hiperlipidemia, el cancer, y las enfermedades cardiovasculares, y
mejorar la funcién inmunoldgica (Nowakowski et al., 2022).

De los estudios realizados por Terry Erwin del Departamento de Entomologia del
Instituto Smithsonian (1983) se estima que la entomofauna representa la mayor porcion de
biomasa de los animales terrestres del planeta; hay cerca de 10 trillones de insectos
individuales vivos. En el mundo se conocen unas 900 mil clases diferentes de insectos vivos,
pero se estima que existen mas de 2 millones de especies, lo que representa el 80% de las
especies del mundo (Smithsonian, 2020).

Pese a esto, hasta la fecha solo se han descrito un poco méas de 2000 especies de
insectos comestibles, cientos de las cuales ya forman parte de la dieta alimentaria de muchos
paises (FAO, 2008; Holland, 2013;Jongema, 2017). La entomofauna se concentra en regiones
de Asia, Africa y América Latina (FAO, 2013), y esta Ultima ha sido un foco histérico del registro

de insectos comestibles (Durst & Shono, 2010; Bermudez-Serrano, 2020).
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Los insectos que se consumen actualmente pertenecen a los siguientes érdenes:
Coledptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Homoptera, Orthoptera y Odonata (Onore, 1997),
siendo el orden Coledptera el mas consumido en Ecuador y el mundo (Jongema, 2017;
Gahukar, 2011). Asi, la FAO ha descrito al cole6ptero Tenebrio molitor L. (gusano amarillo de la
harina) como uno de los més eficientes en bioconversion de residuos organicos mundialmente
(van Huis, 2013).

La bioconversion o transformacién de subproductos organicos a biomasa de valor
agregado a través de la semi-domesticacion de insectos (Fowles & Nansen, 2019), promueve
la gestién ambiental de residuos (Offenberg, 2011). La gran cantidad y diversidad de desechos
producidos en el mundo y su incorrecta gestion provocan el deterioro de los ecosistemas y la
calidad de vida de sus habitantes (Sanchez, 2015; Harikumar et al., 2018). Al afio se desechan
1 300 millones de toneladas de desechos alimentarios (Ojha et al., 2020), de los cuales 42%
proviene de los hogares (Varelas, 2019). Ademas, hasta el 40% de las frutas y verduras
producidas se desechan incluso antes de llegar al consumidor (Harikumar et al., 2018). Debido
a esta acelerada generacion mundial de desechos orgénicos, la principal forma de eliminacion
es el relleno sanitario, sin embargo, esta disposicion final contribuye al cambio climatico por la
contaminacioén del suelo, el aire y el agua (Morales Quintana, 2021)

Esta es la raz6n por la cual varios autores estan trabajando en la blsqueda de dietas o
sustratos a base de subproductos domésticos que alivien la contaminacion ambiental, y
promuevan el crecimiento y desarrollo de Tenebrio molitor L. con un alto valor nutricional y baja
carga microbioldgica para el consumo animal o humano (Van Peer et al., 2021).

Sin embargo, aunque la entomofagia tenga multiples beneficios, esta muy poco
difundida en la sociedad, principalmente en zonas urbanas en donde el consumo de insectos
se asocia a condiciones anti-sanitarias, y limitado a personas de escasos recursos (Lesnik,
2014). Es de gran importancia recuperar estas tradiciones y costumbres, considerando que la

alimentacion modifica la estructura de una sociedad y, en consecuencia, tiene un impacto en
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los moldes conductuales y los conflictos que dan lugar a diversos aspectos de la economiay la
cultura (Ramos-Elorduy, 2009).

El presente trabajo determinara si Tenebrio molitor L. criado bajo condiciones ex situ
con sustratos a base subproductos organicos domeésticos tienen un alto valor nutricional, y es
microbiol6gicamente inocuo para el consumo animal o humano. Estos datos son necesarios
para generar un cambio en la politica de restauracion y establecer un plan adecuado del
manejo de la entomofagia y la industria alimentaria.

Objetivos de la investigaciéon
Objetivo General

Evaluar bajo condiciones ex situ (bioterio) el invertebrado Tenebrio molitor L.

(Coleoptera: Tenebrionidae) como bioconversor de subproductos organicos domésticos hacia

una perspectiva alimentaria

Objetivos especificos
Determinar el grado de bioconversion de Tenebrio molitor L. criado bajo condiciones ex
situ con dietas a base de subproductos organicos domésticos a través de la tasa de

bioconversién y tasa de supervivencia.

Caracterizar bromatolégicamente a Tenebrio molitor L. en estado larvario bajo
condiciones ex situ mediante valoracion de proteina total, grasa cruda, pH, cenizas, y

humedad.

Analizar los parametros microbiolégicos de Tenebrio molitor L. en larva criado ex situ
mediante la técnica de recuento en medios de cultivo.
Hipotesis

Tenebrio molitor L. en larva criado bajo condiciones ex situ con dietas a base de
subproductos organicos domésticos tiene valores nutricionales y carga microbiana permisibles

para el consumo alimentario.
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Capitulo Il: Marco referencial
Entomofagia y Socio-cultura

Histéricamente, los fésiles sugieren que hace billones de afios antes del origen de los
primates, las criaturas tenian que mantener un alto metabolismo para compensar la pérdida de
calor utilizada para la conservacion de su temperatura corporal (37°C) (Wiemann et al., 2022).
Por lo que necesitaban muchos nutrientes y calorias, que era compensado con una dieta a
base de insectos como suplemento de micronutrientes y proteinas (Lesnik, 2014). Asi también,
la necesidad de consumo de insectos se asociaba con las habilidades de caza de los primates
y de sus antepasados inmediatos, lo que podria explicar el origen de la preferencia de los
humanos por la carne y la grasa. Afos después, se vinculo la alimentacion a base de
invertebrados en el Homo erectus como un comportamiento social relacionado al cuidado
familiar (Cumo, 2021).

Localmente se conoce que los registros arqueoldgicos de los museos de Quito indican
gue la practica de la entomofagia era muy antigua y ciertamente anterior a la colonizacion
europea (Onore, 1997). Las culturas prehispanicas tenian un amplio conocimiento de los
insectos de Ecuador y los involucraron en la mitologia, el arte, la cocina y la geografia
(Barragan et al., 2009). Existen motivos y disefios de insectos que se encuentran plasmados en
piezas de ceramicas en el Museo Antropolégico del Banco Central del Ecuador, lo que implica
gue estas criaturas estaban involucradas en la vida cotidiana de los aborigenes de diferentes
culturas que habitaban estas tierras (Melic, 2003).

La entomofagia y la antropoentomofagia hacen referencia al consumo de insectos por
los seres humanos (Ramos-Elorduy, 2009). Se practica en muchas partes de todo el mundo; en
el Distrito Federal de México, Tokio y Pekin es considerado el recurso nutricional muy
importante. Se estima que dos mil millones de personas en 140 paises, mas de una cuarta
parte de la poblacion mundial, comen insectos como parte de su dieta estadndar (Durst &

Shono, 2010); FAO, 2013; Jongema, 2017). Se los consume de forma directa, elaborada o
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como suplemento alimenticio (Costa-Neto, 2004). En las zonas rurales de Latinoamérica, los
indigenas y campesinos de Colombia, Venezuela, México, Ecuador, etc. mantienen un alto
consumo de insectos (Costa-Neto & Ramos-Elorduy, 2006).
Insectos Comestibles

Los principales 6rdenes de insectos consumidos en el mundo son los escarabajos
(Coledptera), seguidos de las hormigas, abejas y avispas (Hymenoptera), grillos y saltamontes
(Orthoptera), polillas y mariposas (Lepidoptera) y termitas (Isoptera) (Figura 1) (Ponce-Reyes &
Lessard, 2021).

El orden Coledptera es el mas numeroso de los insectos, con mas de 300 familias y
mas de 300,000 especies conocidas a nivel mundial, que representa el 40% de la entomofauna
total; y si nos referimos a los comestibles, la orden coledptera representa el 29.6% de todos los

insectos comestibles (Linsley-Gressitt, 2020).
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Figura 1

Mapa de distribucion global del consumo de insectos
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Nota. A la izquierda concentacién de especies de insectos comestibles por regions, y a la
derecha porcentaje de especies consumidas de acuerdo a su orden. Tomada de Worldwide list
of recorded edible insects por Y. Jongema (2017).

Los insectos comestibles son el mercado de proteinas alternativas de mas rapido
crecimiento en el mundo. Se espera que la industria mundial de los insectos comestibles
alcance un valor total de 1.400 millones de ddlares australianos en 2023 y que crezca un 44%
anual hasta 2025 (Ponce-Reyes & Lessard, 2021).

Valor nutricional de los insectos comestibles

Los insectos son una importante fuente de alimento tanto para los animales como para
los seres humanos y, por esa razén, los informes sobre su composicion de nutrientes se
encuentran en articulos de disciplinas que van desde la antropologia hasta la zoologia (Finke,
2008). Dependiendo de la especie del insecto y su dieta, se ha demostrado que contienen altas
cantidades de proteinas, grasas y quitina, llegando a tener hasta un 70% en composicién en

proteinas y grasas en materia seca (Van Peer et al., 2021).
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Proteinas

Desde el punto de vista nutricional, los insectos tienen un contenido proteico importante,
varia del 13% al 76% de materia seca segun el tipo y etapa de desarrollo del insecto (Xiaoming
et al., 2010). En México se investigaron ochenta y siete especies de insectos comestibles, la
digestibilidad de las proteinas de los insectos es del 76% al 96% (Ramos-Elorduy, 1997).

Estos valores son, en promedio, s6lo un poco mas pequefios que los valores de la proteina del
huevo (95%) o de la carne de vacuno (98%) e incluso mas altos que en el caso de muchas
proteinas vegetales (Koufimska & Adamkova, 2016).

Grasas

El contenido de grasa de los insectos varia entre el 10% y el 70% en base a la materia
seca (Bukkens, 1997;Finke, 2013). El contenido total de acidos grasos poliinsaturados puede
representar hasta el 70% del total de &cidos grasos (Oonincx & Finke, 2020)

Diversos estudios han demostrado, que los acidos grasos poliinsaturados de las familias
omega 3 (C18:3) y omega 6 (C18:2) actian en la prevencién del cancer y de algunas
enfermedades cardiovasculares. Dentro de este tipo de acidos grasos se encuentran el acido
linoleico C18:2n-6 y el acido linolénico C18:3n-3, acidos grasos esenciales que no pueden ser
sintetizados por los mamiferos y por consiguiente deben ser suministrados en la dieta.
Adicionalmente, estos compuestos actlian como precursores de acidos grasos de cadena larga
como el eicosapentanoico-EPA (C20:5n-3), docosahexanoico-DHA (C22:6n-3) y araquidénico-
ARA (C20:4n-6) que son esenciales tanto para humanos como animales en funciones de
respuesta de transmision nerviosa y funciones cerebrales, entre otras (Medrano, 2019).

En general, los insectos capturados en la naturaleza contienen cantidades relativamente
altas de acidos grasos y cantidades relativamente altas de acido linoleico (18:2 n-6) (Shibao et
al., 2022). Los insectos criados comercialmente también contienen altos niveles de acidos
grasos, pero niveles mas bajos de &cido linolénico que los insectos capturados en la

naturaleza, porque su dieta suele contener grandes cantidades de granos y subproductos de
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granos, que tienen bajos niveles de acido linolénico (Dreassi et al., 2017 ; Finke, 2002;00nincx
et al., 2015; Lawal et al., 2021).
Minerales y oligoelementos

Algunas especies de insectos comestibles contienen una cantidad razonable de
minerales (K, Na, Ca, Cu, Fe, Zn, Mn y P), asi como vitaminas del grupo B, vitaminas A, D, E, K
y C. Sin embargo, su contenido es estacional y depende del alimento (Koufimska & Adamkova,
2016).

Bioconversion

La bioconversion es la transformacion de un compuesto a otro por la accion de
organismos vivo o enzimas (European Environment Agency - EEA, s.f.). En las Ultimas
décadas, el aprovechamiento de restos o subproductos de la industria como materia prima para
la manufactura de bioproductos de valor agregado se ha convertido en una tendencia en
aumento.

Uno de los principales organismos utilizados en los procesos de bioconversion son los
insectos por su alto indice de transformacion en biomasa, por ejemplo 2 kg de alimento originan
1 kg de biomasa de insecto, mientras que el ganado aumenta 1 kg en peso corporal por 9 kg de
alimento (Grau et al., 2017). A medida que los insectos consumen desechos organicos,
generan multiples productos valiosos como: proteinas, lipidos esenciales, metabolitos
secundarios, biocombustibles, lubricantes y biofertilizantes (Fowles & Nansen, 2019; FAQO,
2013).

Las combinaciones de subproductos en proporciones especificas podrian constituir
dietas adecuadas para los insectos. La composicion de la dieta es la principal variable que
determina la eficiencia de conversion del alimento para una determinada especie de insecto
(Harsanyi et al., 2020).

Existen diferentes indicadores para determinar la eficiencia de conversion del alimento y

son los siguientes: el FCR (indice de conversion alimenticia), y ECI (eficiencia de conversion
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alimenticia) los dos pueden expresarse en materia seca o fresca. Entre mas bajos sean los
valores de estos indices mayores seran los beneficios econémicos y medioambientales
(Harikumar et al., 2018).

En el caso de los animales de produccién tradicionales, los indices de conversién de
van desde 2.3 en el caso de las aves de corral, 5.0 para la carne de cerdo y 8.8 para la de
vacuno (J. H. Lee et al., 2021). Los gusanos de la harina amarillos han reportado un FCR alto
(> 3.8) en todas las dietas, sin embargo, cuando las dietas se suplementan con zanahoria los
FCR se sitian entre 1.8 (dieta alta en proteinas y alta en grasas) y 3.1 (dieta alta en proteinas y
baja en grasas) (Oonincx et al., 2015).

Marco Legal

El Comité Permanente de Plantas, Animales, Alimentos y Piensos (seccién de Nuevos
Alimentos y Seguridad Toxicolégica), compuesto por representantes de todos los paises de la
UE y presidido por un representante de la Comision Europea, emitié el 3 de mayo del 2021 un
dictamen a favor del proyecto de acto juridico que se autoriza la comercializacion del gusano
amarillo desecado como nuevo alimento. Los nuevos alimentos se definen como aquellos que
no habian sido consumidos de forma significativa por los seres humanos en la UE antes del 15
de mayo de 1997. Aunque en el pasado hay pruebas anecdéticas de insectos consumidos,
ningln estado miembro ha confirmado el consumo humano en grado significativo antes del 15
de mayo de 1997 para ninguna especie de insecto (EUR-Lex, 2022).

Tenebrio molitor L.
Descripcion morfoloégicay taxonémica

T. molitor L. es un artropodo que en su forma adulta es mandibulado con un par de
antenas en su cabeza, independiente del torax; ademas, presenta tres pares de piezas bucales
gue pueden tener funciones masticadoras, chupadoras, lamedoras o picadoras (Romero, s.f.).
Tiene alas anteriores endurecidas que protegen a las alas posteriores y al abdomen. Las alas

anteriores forman un caparazén compacto delineado longitudinalmente con bordes casi
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paralelos; su térax esté dividido en dos segmentos con seis patas articuladas separadas
equidistantemente (LOpez et al., 2018).

Su coloracién como adulto joven es café - castafio oscuro y va oscureciendo conforme
va madurando; sus dimensiones pueden llegar a ser iguales 0 menores a 18.0 mm de largo y
4.0 de ancho, especialmente en especies criadas ex situ.

Como larva existen seis fases subdivididas acorde a su tamafio y madurez (iniciales,
pequefias, medianas - pequefias, medianas, medianas - grandes y grandes) véase Figura 2. El
gusano amarillo de la harina se parece a los gusanos alambre (Agriotes spp.); son cilindricas,
segmentadas de color amarillo, naranja y hasta café cuando su melanizacién es mayor
(Vyavhare & Kerns, 2017). Son ductiles con pequefias patas delanteras en el primer segmento
cabeza-torax (Medrano, 2019).Las larvas iniciales pueden llegar a pesar 0,001 g o menos y las
grandes igual o mas a 0.300 g con dimensiones maximas a 3 cm de largo por 0.3 cm de ancho.
Figura 2

Fases insectarias de Tenebrio molitor L.

7 Y ¢

Nota. Tenebrio molitor L. en estado larvario de izquierda a derecha (iniciales, pequenas,

medianas y grandes) y en estado adulto (derecha).
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Figura 3

Clasificacion taxondmica de Tenebrio molitor L.

Reino Animalia — Animal, animales, animales
subreino Descubridor
Infrareino protostomia
Superphylum Ecdisozoos
Filo Arthropoda - Artropodo, artropodos, artropodos
subfilo Hexdpoda - hexdpodos
Claze Inzecta - insectos, hexdpodos, insectos, insectos
subclase Pterygota - insectos ailés, insectos alados
Infraclass Meoptera : insectos modernos con alas plegables
superorden holometabaola
Ordenar Coleoptera Linnaeus, 1753 - escarabajos, escarabajos, besouro
Suborden Esmeril polifago , 1886
Infraorden Cucujiformia Lameere, 1938
superfamilia Tenebrionoidea Latreille, 1802
Familia Tenebrionidae Latreille, 1802 - escarabajos oscuros
Género Tenebrio
Especies Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 — ténébrion meunier, yellow mealworm

Nota. Jerarquia taxondémica de Tenebrio molitor Linnaeus, 1758. Tomado de Integrated

Taxonomic Information System — ITIS (2002).

Distribucién

Los gusanos de la harina amarillos son originarios de Europa y ahora estan distribuidos
por todo el mundo (Mariod et al., 2017). Es considerado una plaga cosmopolita de productos
almacenados que se presenta en una diversidad de instalaciones y productos basicos,
principalmente granos y productos amilaceos relacionados, como harinas, salvado y pasta
(Barbosa et al., 2021).
Ciclo de Vida

T. molitor L., como todos los insectos holometabolos (metamorfosis completa) sigue un
ciclo de cuatro estadios diferentes durante su vida: huevo, larva, pupa y adulto (Mancini et al.,
2019). En vida silvestre, este ciclo puede variar de 6 a 12 meses, mientras que, bajo
condiciones ex situ (criadero), con parametros adecuados de temperatura, humedad, nutricién

e iluminacion, este ciclo puede reducirse a 10 a 12 semanas (Lopez et al., 2018).
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Las hembras oviponen alrededor de 580 — 1000 huevos durante su vida in situ, en
bioterio llegan a poner 160 huevos; el periodo de oviposicion es variable, puede durar entre 25
y 140 dias, con un desarrollo a larvas iniciales después de 5 a 20 dias de incubacion,
dependiendo de la temperatura, y la cantidad de sustrato hiimedo con la que dispongan
(Argueta & Ramos, 2013). Estas larvas iniciales pueden medir de 1.6 a 2.00 mm al eclosionar y
tienen un color amarillento que a las dos semanas empieza a oscurecerse.

Las larvas recién eclosionadas son activas, consumen harina y se desplazan
libremente; adquieren su maximo desarrollo entre los 89 y 100 dias, después de mudar entre 9
y 18 veces; en este estado permanecen activas consumiendo sustrato hasta convertirse en
pupas (Artigas, 1994). La etapa de pupa dura 7 - 9 dias a 25 ° C y hasta 20 dias a
temperaturas mas bajas, luego emergen como adultos.

Los productores comerciales de gusanos de la harina a veces incluyen una hormona
juvenil en el alimento para evitar que las larvas se conviertan en adultos, lo que resulta en
gusanos de la harina "gigantes" que pueden alcanzar una longitud de 2 cm 0 mas y pesar mas
de 300 mg (Finke, 2002)

Bromatologia

La bromatologia nos permite determinar la composicién y propiedades nutricionales de
los alimentos naturales, procesados y sus adulteraciones. Nos permite establecer estandares
de higiene, y calidad fisicoquimica (Ramirez, 2015). Los andlisis comprendidos dentro del
estudio bromatoldgico son los siguientes:

° Andlisis Proximal
° Analisis Microbiologico
Andlisis proximales

El sistema de proximidad para el andlisis rutinario de los alimentos para animales se

ide6 a mediados del siglo XIX en la Estacion Experimental de Weende (Alemania) por

Henneberg y Stohmann en 1860. Se desarrollo para proporcionar una clasificacion de alto
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nivel, muy amplia de los componentes de los alimentos enfocado a la bioquimica de los mismos
(National Research Council U.S., 2001). Es un modelo general para determinar los
componentes de mayor abundancia de los alimentos como: agua (humedad), proteina bruta,
grasa bruta (extracto etéreo), cenizas, fibra y carbohidratos.

Ha sufrido ligeros cambios en los ultimos afios, sin embargo, sigue siendo el enfoque
mas empleado por la gran cantidad de protocolos estandarizados y validados
internacionalmente en base a la naturaleza fisicoquimica de la muestra, y los parametros a
evaluar. Ademas, sus métodos se enfocan en una determinacion en base de tecnologia
moderna brindando resultados confiables, y rapidos (Greenfield & Southgate, 2003)
Confiabilidad de los métodos de andlisis

Los analisis proximales a insectos comestibles todavia no tienen normas técnicas
estandarizadas por el Servicio Ecuatoriano de Normalizacion - INEN, ni por un ente regulador
internacional como la FAO debido a su reciente surgimiento. Pero la mayoria de estudios
cientificos locales e internacionales enfocados en esta area estan guiados por los métodos
oficiales de la (Association of Official Agricultural Chemists - AOAC, 2023) de Estados Unidos.

Humedad. El porcentaje de humedad en un alimento es frecuentemente un indice de
calidad y estabilidad del producto, ademas, contribuye en la determinacion de soélidos totales,
por diferencia de la cantidad de agua que se calcula de la materia (Luna-Munoz, 2019). La
cantidad de agua determina la perecibilidad de los alimentos procesados 0 materias primas que
van a entrar en una linea de procesamiento, ya que el agua facilita el crecimiento de
microorganismos. En algunos procesos operacionales de una cadena de produccién
alimentaria el agua puede ser un interferente, y su medicion sirve como control de calidad de
cada etapa. Esta también es la razon por la que el contenido de agua se estudia durante
muchos procesos industriales para establecer las condiciones de manejo, transporte,
almacenamiento y procesamiento de un alimento (Moore, 2020). La mayoria de los alimentos

tienen un contenido alto de agua. Las cifras de contenido en agua varian entre un 60 y un 95%



38

en los alimentos naturales (Castillo-Flores, 2012) incluso los denominados productos secos

presentan un 10% de agua (Moran & Nogales, 2019).

Los métodos mas utilizados para la determinacion de humedad son los fisicos ya que
no requieren equipos altamente costosos, los protocolos son relativamente sencillos y se
adaptan a la mayoria de tipos de alimentos.

La técnica que se utilizara en este estudio es el Método AOAC 925.09 enfocado en la
pérdida de agua de la muestra mediante desecacion en estufa (Association of Official
Agricultural Chemists - AOAC, 2023)

Cenizas. El contenido de cenizas representa el contenido total de minerales en los
alimentos. La ceniza es el residuo inorganico (mineral) que queda tras la combustion o la
oxidacion completa facilitada por el &cido de la materia organica de los alimentos (Castillo-

Flores, 2012).

La determinacion de las cenizas es también el primer paso en la preparacion de una
muestra de alimentos para su analisis elemental especifico, ya sea para nutrientes esenciales o
para metales pesados altamente toxicos. Dado que algunos alimentos tienen un alto contenido
en determinados minerales, el contenido en cenizas puede ser importante desde el punto de
vista nutricional, toxicol6gico y de la calidad de los alimentos (Harris & Marshall, 2017).

pH. Es el valor dado por el potenciémetro, mismo que es capaz de producir valores de
0.02 unidades a 14. El pH de los alimentos puede variar durante su vida Gtil, cuando este se
vuelve muy acido (< 4.5) es notorio encontrar levaduras, mohos y unas pocas bacterias

tolerantes a los acidos (Public Health England, 2020).

Proteinas. Son componentes importantes de los alimentos ya que son fuente
importante de energia, contienen aminoacidos esenciales, como lisina, triptéfano, metionina,
leucina, isoleucina y valina, que son fundamentales para la salud humana pero que el cuerpo

no puede sintetizar (Hou et al., 2015). Las proteinas son los principales componentes
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estructurales de los alimentos, y a menudo determinan su textura general (Loveday, 2019). La

determinacion de proteinas en un alimento es una medida de su calidad y su valor nutricional.

El método Kjeldahl se utiliza ampliamente para cuantificar el contenido de proteina bruta
de los insectos. Este procedimiento evalla la concentracion total de nitrégeno organico (N) en
la muestra que se convierte en proteina multiplicandose por el factor de conversién de
nitrégeno a proteina (factor N) de 6.25 (Boulos et al., 2020).

Grasas. El contenido de grasa suele estimarse mediante una extraccion que determina
el peso total de todas las moléculas solubles en grasa (grasa bruta). Esto incluye los glicéridos,
pero también las ceras, los esteroles, las vitaminas liposolubles y otros compuestos
liposolubles (Oonincx & Finke, 2020). EI método clasico para la extraccion de grasas totales se
basa en la extraccion continda realizada en muestras secas de alimentos en un extractor
Soxhlet, a veces precedida por hidrdlisis acida. Esta técnica requiere mucho tiempo y somete
los lipidos extraidos a periodos prolongados a altas temperaturas (Greenfield & Southgate,
2003). El extractante utilizado es a menudo alcohol de petroleo o éter de petréleo, que requiere
porciones analiticas completamente secas y la eliminacion de mono y disacaridos. Esta técnica
es rapida, eficaz para muchos alimentos y de bajo costo, pero no se recomienda su uso
continuo.

Andlisis microbiolégicos

Las directrices de la Ley de Seguridad Alimentaria y sus normas de entes como la FDA,
FAO y OMS, dirigen estrategias de control sanitario en la fabricacién de alimentos para
mantener la seguridad y la calidad de los productos (Institute of Medicine US and National
Research Council Committee, 1998; FAO, 2020). Los andlisis microbioldgicos se destacan en
el control bioldgico de los alimentos, ya que los entes bidticos son los que proliferan con mayor

factibilidad.



40

Existen varias técnicas para deteccion e identificacion de microorganismos como las
bioquimicas, moleculares, dependientes del cultivo, etc. pero la técnica mas utilizada es el
conteo de colonias en Petri film debido a su facilidad de uso, y efectividad. Este método
contribuye principalmente a la deteccidn de los siguientes microrganismos: Escherichia coli,
Salmonella, Estafilococos, mohos y levaduras (Reid et al., 2018), y su limite de deteccién es de

10%- 10° células por ml (Hungaro et al., 2014).



41

Capitulo Illl: Metodologia

Responsable del proyecto

La responsable del proyecto es la sefiorita Sofia Abigail Taday Ledn, estudiante de la
carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.
Periodo de investigacion

Este estudio de investigacion se desarroll6 durante 6 meses entre enero del 2023 y
junio del mismo afio.
Ubicacion del area de investigacién
Recoleccion

Las larvas de Tenebrio molitor L. se obtuvo de la empresa ALL iFOODS — Allikay
FoodTech, ubicado en el sector de Guamani, cantén Quito, provincia de Pichincha.
Figura 4

Ubicacién geografica del lugar de recoleccién de muestras de T. molitor L.
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Nota. ALL iFOODS - Allikay FoodTech, empresa dedicada a la investigacién de alimentos del
futuro, coordenadas -0.2964295852282531, -78.4602182866189. Tomado de: Google Maps,
2021.

Dietas para T. molitor L.

Los subproductos organicos domésticos fueron recolectados del Mercado Mayorista, sur
de Quito, y fueron los siguientes: apio pasado, cascaras de papa y cascaras de remolacha.

Experimentacion ex situ (Bioterio)

La crianza, multiplicacién y ensayos de bioconversion del coleéptero Tenebrio molitor L.
se realizaron en el Instituto Nacional de Biodiversidad - INABIO, Isla Fernandina, Quito 170138.
Este estudio se realiz6 bajo el Contrato Marco de Acceso a Recursos Genéticos del Programa
de Investigaciones Cientificas denominado: “Biodiversidad Genética del Ecuador” suscrito entre
el Ministerio de Medio Ambiente, a través de la Subsecretaria de Patrimonio Natural. Instituto

Nacional de Biodiversidad MAE-DNB-CM-2016-0045.
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Figura 5

Ubicacion geografica del sitio de Crianza ex situ (bioterio) de Tenebrio molitor L.
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Nota. Instituto Nacional de Biodiversidad - INABIO, coordenadas 0.16244205262030223, -
78.48044616946457. Tomado de: Google Maps, 2021.

Los individuos se criaron bajo condiciones controladas de temperatura y humedad en el
Bioterio de Invertebrados del INABIO. Las condiciones de crecimiento para todos los estadios

de Tenebrio molitor L. fueron de de 21- 26°C con una humedad relativa de 45 - 549%,

El criadero esta compuesto por tres areas: area de preparacion de muestras,
almacenamiento de sustratos y residuos, y crianza de insectos. En el area de crianza de
insectos, que es una cabina con estanterias, se colocaron los recipientes respectivos a los

tratamientos disefiados, y cada uno conteniendo las larvas de Tenebrio.
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Figura 6.

Area de crianza de insectos — Bioterio INABIO

En cada recipiente se colocaron 50 individuos (larvas de Tenebrio molitor L.) con dietas
a base de materia seca (sustrato seco) que fue una combinacién de harina de trigo y maiz con
materia humeda (sustrato himedo) que fueron subproductos organicos domésticos. Se llevo un
control con la misma proporcidon de materia seca y himeda, 62.5 % y 37.5% respectivamente,
pero a base de salvado de trigo (sustrato seco) y rodajas de zanahoria (sustrato hUmedo).
Disefio experimental

Este estudio utilizé un disefio multifactorial A*B, los factores se detallan en la siguiente

tabla.



Tabla 1

Factores del disefio experimental

Factores

FA. Tipo sustrato

himedo

FA. Tipo de sustrato

Seco

b1.

b2.

b3.

al.

az2.

as3.

a4.
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Niveles

60 g apio pasado — SH1

60 g cascaras de nabo — SH2

60 g cascaras remolacha — SH3

25 g Harina de trigo + 75 g harina de maiz — SS1

50 g Harina de trigo + 50 g harina de maiz — SS2

75 g Harina de trigo + 25 g harina de maiz — SS3

100 g Harina de trigo — SS4

Las dietas utilizadas para cada tratamiento fueron las combinaciones entre los factores

A (sustrato hiumedo) y B (sustratos secos) y los cuales se analiz6 su interaccién con las

siguientes variables: FCR, Variacion de peso, variacién de area (crecimiento), tasa de

supervivencia, %proteina bruta, %grasa bruta, %humedad, %cenizas, y pH.
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Tratamientos y variables del disefio experimental factorial A*B con el invertebrado conversor T.

molitor L.

Tratamientos

Factor A (sustrato

himedo)

Factor B (sustrato seco)

Variables

Tratamiento 01

Tratamiento 02

Tratamiento 03

Tratamiento 04

Tratamiento 05

Tratamiento 06

Tratamiento 07

Tratamiento 08

Tratamiento 09

Al. SH1

A2. SH2

Al. 25 g Harina de trigo +
75 g harina de maiz — SS1
A2. 50 g Harina de trigo +
50 g harina de maiz — SS2
A3. 75 g Harina de trigo +
25 g harina de maiz — SS3
A4. 100 g Harina de trigo
—SS4
Al. 25 g Harina de trigo +

75 g harina de maiz — SS1

A2. 50 g Harina de trigo +

50 g harina de maiz — SS2

A3. 75 g Harina de trigo +

25 g harina de maiz — SS3

A4. 100 g Harina de trigo
—Ss4

Al. 25 g Harina de trigo +

75 g harina de maiz — SS1

FCR

AP

AA

Ts
% Proteina bruta
% Grasa bruta

% Cenizas
% Humedad

pH
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A3. SH3 A2. 50 g Harina de trigo +
Tratamiento 10
50 g harina de maiz — SS2

A3. 75 g Harina de trigo +
Tratamiento 11
25 g harina de maiz — SS3

A4. 100 g Harina de trigo
Tratamiento 12
— SS4

Nota. FCR: indice de conversién de alimentos; Ts: Tasa de supervivencia

Se realizaron tres repeticiones por tratamiento. Las larvas se alimentaron Ad libitum. La
medicién de las variables involucradas en determinar la bioconversion, crecimiento y
supervivencia se midieron cada 15 dias durante 45 dias, y las variables del analisis
bromatoldgico se realizd una vez finalizado la parte experimental de bioconversion.

Experimento sobre la eficiencia de conversion de los alimentos

Se utilizaron larvas medianas y pequefias que fueron alimentadas Ad libitum con
salvado de trigo previo al inicio del experimento de bioconversion. El periodo experimental
elegido fue de dos meses y medio determinado por un pre - ensayo realizado bajo condiciones
ideales de alimentacion. Las mediciones del consumo de sustrato seco y humedo de todos los
tratamientos y repeticiones se realizaron cada 15 dias, en donde en conjunto se midi6 el peso

de las larvas y su tasa de supervivencia.

La eficiencia de conversién de los alimentos se expresa sobre la base de la materia
seca como el indice de conversion del alimento (FCR), en donde se divide la cantidad del
alimento ingerido por la produccion neta (peso final menos peso inicial del insecto), calculado

con la siguiente ecuacion:
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Ecuacion 1

peso del alimento ingerido

FCR =
peso ganado del insecto

peso del alimento ingerido
Pr— P

FCR =

Donde Pf es peso final, Pi es peso inicial del insecto. El tiempo de desarrollo (Td) es el
namero de dias desde que inicio el experimento y el dia que se cosecha del contenedor.

Finalmente, la Tasa de supervivencia (Ts) se representa asi,

Ecuacion 2

_ N°individuos que llegan a ultima fase del experimento

N

N° total de individuos utilizados

Analisis bromatol6gicos

Preparacion de las muestras

Tras la finalizacién del experimento de bioconversion, las larvas no recibieron alimento
durante 24 horas, se lavaron con agua destilada para retirar restos de heces y sustratos y se
sacrificaron por congelacién a - 20 °C. Antes de iniciar con los estudios proximales se trituraron,
y homogenizaron.

Protocolos

Los protocolos y/o métodos definidos por este estudio para el analisis proximal y
microbiol6gico se basé en investigaciones realizadas localmente e internacionalmente, y se
rigen a Métodos oficiales de Andlisis de la Association of Official Agricultural Chemists (AOAC)
y Normas Técnicas Ecuatorianas NTE del Servicio Ecuatoriano de Normalizacion — INEN

(1999).
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Las pruebas que se realizaron fueron de proteina bruta, grasa bruta, cenizas, pH, y

humedad que constataron la composicion nutricional del gusano de la harina bajo condiciones

de crecimiento ex situ. Estas técnicas analiticas utilizadas se determinaron en base a las

propiedades propias de T. molitor L. (Reid et al., 2018).

Los protocolos se definieron en base a los siguientes criterios:

Naturaleza fisicoquimica de la muestra a analizar
Rapidez de la determinacion

Disponibilidad y costo del equipo requerido
Capacitacion requerida

Exactitud deseada

Determinacion de la humedad. Se utilizo el método oficial AOAC 925.09, que

determina la pérdida de peso de la muestra al someterla a calentamiento en estufa u horno de

vacio en condiciones determinadas.

En una cépsula de crisol, tarada, enfriada, y pesada previamente, se peso 2 g de

muestra fresca y homogenizada. Se coloc6 la capsula en la estufa por 1 hora a 130 + 3°C (el

periodo de una hora de secado empieza cuando la temperatura de la estufa es de 130°C). Al

finalizar el tiempo de secado, se transfirio la capsula con el contenido a un desecador y se pesoé

tan pronto alcance la temperatura ambiente, el ensayo se realiza por triplicado (AOAC, 2023).

Determinacion de las cenizas. Se secaron 12 crisoles pequefios en la estufa por 30

min, y se llevaron al desecador para su respectivo pesaje. Se peso6 una porcion bien mezclada

de 2 g de muestra fresca por cada tratamiento y se colocaron en los crisoles secados y

pesados. Se colocaron las muestras en una mufla a 600° + 2° C hasta obtener cenizas libres de

particulas de carbon (se obtiene en 3 horas). Finalmente, se dejo enfriar las muestras en un

desecador y se procedi6 a pesar a temperatura ambiente (Método Oficial AOAC 923.03, 2023).
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La siguiente ecuacion se utilizé para el calculo del % de cenizas:

Ecuacién 3

C3—C

% cenizas: x 100

Cy; —Cq
Donde:
cl: masa del crisol vacio (g)
c2: masa del crisol con la muestra (g)
¢3: masa del crisol con las cenizas (Q)

Determinacion pH. Se pesaron 3 g de muestra fresca y se licuaron con 30 mL de agua
destilada durante un minuto. Se estandariz6 el pH en el potenciémetro con una solucion buffer
de fosfatos (pH=6.0). Se filtr6 la mezcla de la muestra licuada y se procedié a medir el pH en
7.5 mL de mezcla, procurando siempre enjaguar el electrodo con agua destilada antes de medir
la siguiente muestra.

Determinacion de proteinas. La cuantificacion de proteinas se realizar4 mediante el
método de Kjeldahl (AOAC. “Official methods of analysis”, method 978.04).

De acuerdo con el método 981.10 de la AOAC International, se pes6 0.3 gr. de muestra
fresca, se coloco en el micro-tubo digestor con una tableta catalizadora y 5 mL de acido
sulfarico concentrado. Los tubos de digestion con las muestras se colocaron en el block-digest
con el colector de humos funcionando, y se realiz6 la digestién a una temperatura de 420° C
por 30 minutos.

A continuacién, se realiza el proceso de destilacién con 10 mL de agua destilada en
cada micro-tubo, y el matraz de recepciéon con 50 mL de acido bérico al 2%, se encendio el
sistema adicion6 30 mL de hidréxido de sodio al 40%. Por ultimo, del destilado recogido en el
matriz se colocé tres gotas de indicador y se titul6 con acido clorhidrico 0.1 N.

Ecuacion 4

(VHCL —Vb) *1.401 «* NHCL * F
mmuestra (g)

%PB =
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Donde:
1.401: peso atémico del nitrogeno
NHCL: Normalidad de acido clorhidrico 0.1 N
F: factor de conversién (6.25)
Vb: volumen del blanco (0.3)

Determinacién de grasas

La determinacion de grasas se obtendra con el Método Oficial AOAC 991.36, 2023. La
muestra a temperatura ambiente se triturard y homogenizara, se pesaran aproximadamente 3 g
de muestra en una cépsula de aluminio que contendra arena y palillo, (previamente secada y
tarada), se mezclara bien la arena con la muestra y extraera el contenido de agua por una hora
en una estufa a 125°C. Una vez secada la muestra se sacara de la estufa y se dejara enfriar.
Cuidadosamente se transferira el contenido a un dedal de extraccion con una pequefia porcion
de algodén, se limpiard completamente la capsula y se colocara 34 en la parte superior del
dedal. Posteriormente, se pasara el dedal al equipo de extraccion (Sistema Soxhelt), se
extraera el dedal con la mezcla secada con 50 ml de éter dietilico en posicion de ebullicién por
25 minutos y en posicion de enjuague por 30 minutos. La temperatura de extraccion de la
unidad debe estar ajustada para asegurar una tasa de condensacion =5 gotas/s. Al completar
la extraccién se cerrara las llaves de los condensadores y se recuperara el éter, los vasos se
secaran y colocaran 30 minutos en una estufa a 130°C, finalmente una vez enfriados los
frascos se pesaran.

Anélisis microbioldgicos

Las determinaciones microbiolégicas se hicieron con enfoque a las Normas Técnicas
Ecuatorianas NTE del INEN de harinas vegetales 616:2015 (NTE INEN, 1999). Los anlisis
realizados fueron los siguientes: recuento total de levaduras, mohos y hongos, coliformes,

aerobios mesodfilos, y determinacion de Escherichia coli, y Salmonella spp.
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Un método sencillo para la enumeracion de bacterias, hongos y levaduras se basa en la

cuantificacion de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mL o g de muestra.

Analisis Estadistico
Andlisis de Varianza

Se analizaron las varianzas entre los factores (A y B) y las variables mediante un
ANOVA multifactorial de StatAdvisor — Software Statgraphics que realizé varias pruebas y
gréaficas para determinar qué factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre la
variable. También evalué la significancia de las interacciones entre los factores, los valores de
las pruebas-F en la tabla ANOVA nos permitieron identificar los factores significativos. En los
factores que hubo grados de significancia se analiz6 la diferencia entre grupos (tratamientos)
mediante las Pruebas de Rangos Multiples le dijeron cuales medias son significativamente
diferentes de otras, con un porcentaje Tukey HSD del 95%.

Para todas las interacciones entre factores y variables se realizaron Diagramas de cajas
y bigotes, representando la media o mediana de los datos, esta herramienta se us6
principalmente para analizar la influencia por separado de los factores frente a las variables. En
cambio, para la interpretacion de la interaccion entre la combinacion de los factores (A*B) para
cada variable se utiliz6 ANOVA de interacciones con un intervalo de confianza del 95% vy p
<0,05. Asimismo, se realizaron graficos 3D XYZ - Surface Plots con el que se definié que
tratamiento (A*B) influyé en mayor grado sobre cada variable. Los graficos se ejecutaron con

el software Statistica.



Capitulo VI: Resultados

Resultados Bioconversion, Crecimiento y Tasa de supervivencia

Resultados Dieta (sustrato seco & humedo) vs Bioconversion
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Segun el andlisis de varianza ANOVA de la Tabla 3 existe diferencia significativa entre

las medias del factor A (sustrato humedo) y el indice de conversion alimenticia (FCR) del dia 15

(p<0,0001). Asi también, el factor B (sustrato seco) y la interaccion entre el factor Ay B (A*B)

tienen efecto sobre el FCR dia 15.
Tabla 3

Andlisis de Varianza ANOVA para FCR Dia 15

Factores Suma de gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Sustrato himedo 183,029 2 91,5143 175,95 0,0000

B: Sustrato seco 178,97 3 59,6566 114,70 0,0000

C: Repeticiones 0,453566 2 0,226783 0,44 0,6521

INTERACCIONES

AB 142,708 6 23,7847 45,73 0,0000

RESIDUOS 11,4427 22 0,520122

TOTAL 516,603 35

(CORREGIDO)

En la Tabla 4 se observa diferencia significativa entre las medias del factor A (sustrato

himedo) y el indice de conversion alimenticia (FCR) del dia 30 (p<0,0001). De la misma

manera, el factor B (sustrato seco) y la interaccién entre el factor A y B (A*B) tienen influencia

sobre el FCR dia 30.
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Tabla 4

Andlisis de Varianza ANOVA para FCR Dia 30

Fuente Suma de gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Sustrato himedo 161,447 2 80,7233 3135,65 0,0000

B: Sustrato seco 37,3713 3 12,4571 483,89 0,0000

C: Repeticiones 0,0974547 2 0,0487274 1,89 0,1744

INTERACCIONES

AB 33,4862 6 5,58103 216,79 0,0000

RESIDUOS 0,566362 22  0,0257437

TOTAL 232,968 35

(CORREGIDO)

El ANOVA de la Tabla 5 también determina la existencia de diferencia significativa entre
las medias del factor A (sustrato himedo) y el indice de conversion alimenticia (FCR) del dia 45
(p<0,0001). Adicionalmente, el factor B (sustrato seco) y la interaccién entre el factor Ay B
(A*B) tuvieron influencia sobre el FCR dia 45.
Tabla 5

Andlisis de Varianza ANOVA para FCR Dia 45

Fuente Suma de gl Cuadrado Razén-  Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Sustrato himedo 323,827 2 161,914 195,72  0,0000

B: Sustrato seco 93,361 3 31,1203 37,62 0,0000

C: Repeticiones 2,80971 2 1,40486 1,70 0,2061
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INTERACCIONES

AB 166,343 6 27,7238 33,51 0,0000
RESIDUOS 18,1998 22 0,827262
TOTAL 604,54 35

(CORREGIDO)

De acuerdo al analisis de varianza para el indice de conversién alimenticia (FCR) de
todos los dias de medicion (15, 30 y 45 dias), este presento diferencia significativa para los dos
factores (A y B) y para su interaccion A*B. En cuanto a las réplicas de los datos, las Tablas 3,
Tabla 4, y Tabla 5 muestran un valor p>0,005, indicando que no se encontraron diferencias
significativas entre las réplicas de la variable FCR, lo que demostré que existe normalidad en
los datos.

Prueba Tukey: Sustrato hiumedo (factor A) vs FCR

Al comparar las medias individuales provenientes de los analisis de varianza de los
indices de conversién alimenticia — FCR de los dias 15, 30 y 45 frente al factor A (sustrato
hamedo) muestra diferencias significativas entre grupos. Siendo el grupo a (sustrato humedo
1), 60 g de apio pasado, el que tuvo valores mas bajos de FCR en las larvas para todo el
periodo de experimentacién con un rango de valores entre 0,81 y 3,35 (observar Tabla 6).
Tabla 6

Prueba de significancia entre grupos de Tukey: tipo de sustrato humedo (factor A) vs FCR

Factor FCR Dia 15 FCR Dia 30 FCR Dia 45
SH1 3,354412 0,813561% 1,919932
SH2 8,45685° 5,85683° 9,26593°

SH3 7,73658° 4,38634° 5,66763°
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Prueba Tukey: Sustrato seco (factor B) vs FCR

La prueba de Tukey generd agrupaciones cuando se compararon las varianzas entre
los tipos de sustratos secos (factor B) y el FCR, especificamente se notd que el grupo ay b (ver
Tabla 7), es decir el sustrato seco 3 — SS3 (75 g harina de trigo mas 25 g harina de maiz) y, el
4 — SS4 (100 g harina de trigo), tienen los valores mas bajos de FCR (2,67 — 5,94), lo que
refleja la més alta capacidad de convertir el alimento de la dieta en biomasa de todos los tipos
de sustratos secos.
Tabla 7

Prueba de significancia entre grupos de Tukey: tipo de sustrato seco (factor B) vs FCR

Factor FCR Dia 15 FCR Dia 30 FCR Dia 45
SS1 8,75235° 5,10818° 8,14269°
SS2 8,25111° 2,76295% 4,80464%
SS3 3,11833% 4,19464° 5,72956°
SS4 5,942° 2,67653% 3,794432

Diagramas de cajas y bigotes: Sustrato humedo (factor A) vs FCR

El diagrama de cajas y bigotes de la Figura 7. nos permitié visualizar la dispersion y
simetria de los datos del indice de conversion alimenticia frente al sustrato himedo. El sustrato
hamedo 2 - SH2 (60 g de cascaras de nabo) presentd el mayor grado de dispersiéon y los
valores mas altos de FCR (4> FCR <15) para todos los dias de medicion (15, 30, 45 dias), lo
gue muestra ser el menos eficiente para que T. molitor L. transforme el alimento en biomasa.
Por el contrario, el sustrato humedo 1 - SH1 (60 g de apio pasado) mostré el menor grado de
dispersion, pero fue el menos simétrico; el FCR del escarabajo con este sustrato tuvo los

valores mas bajos (<5) lo que significé que fue el méas eficiente en conversion.



Figura 7

Diagrama de cajas y bigotes: tipo de sustrato humedo (factor A) vs FCR
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Box Plot of FCR Dia 15 grouped by Sustrato himedo
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Diagramas de cajas y bigotes: Sustrato seco (factor B) vs FCR

El diagrama de cajas y bigotes de la Figura 8. exhibi6 al sustrato seco 1 — SS1 (25 g

harina de trigo mas 75 g harina de maiz) frente al FCR del dia 30 y dia 45 con el mayor grado

de dispersion, y los indices FCR mas altos (>4 FCR <16), es decir, tuvieron el menor grado

eficiencia de conversion. En cambio, el sustrato seco 3 — SS3 (75 g harina de trigo mas 25 g

harina de maiz) y el SS4 (100 g harina de trigo) tuvieron menos dispersion, y la mayor

eficiencia de bioconversion para el dia 15 (FCR <10).



En todos los tipos de sustratos secos no hubo simetria, y la mayor concentracion de
datos se encontro en el cuartil 2 y 3.
Figura 8

Diagrama de cajas y bigotes: tipo de sustrato seco (factor B) vs FCR
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Box Plot of FCR Dia 15 grouped by Sustrato seco Box Plot of FCR Dia 30 grouped by Sustrato seco
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Gréfico interacciones: Dieta (sustrato himedo & sustrato seco) vs FCR

Finalmente, los tratamientos (combinacion entre sustrato himedo y seco) que
presentaron un mayor aprovechamiento del alimento ingerido para convertirlo en biomasa
(FCR) fueron el 3 (60 g de apio pasado con 75 g harina de trigo mas 25 g harina de maiz), 7
(60 g de cascaras de nabo con 75 g harina de trigo mas 25 g harina de maiz) y 11 (60 g de

cascaras de remolacha con 75 g harina de trigo mas 25 g harina de maiz), es decir las dietas
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formadas por los sustratos hiumedos 1, 2 y 3 (SH1, SH2, SH3) con el sustrato seco 3 (SS3). La

dieta o tratamiento 3 (SH1 + SS3) tuvo el valor méas bajo (<2) como lo muestra la Figura 9.

Figura 9

Grafico de interacciones factores & variable 2D y 3D: Sustrato humedo, seco vs FCR dia 15, 30

y 45,

Sustrato himedo*Sustrato seco; LS Means
Current effect: F(6, 22)=45,729, p=,00000
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Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Sustrato hiimedo*Sustrato seco; LS Means
Current effect: F(6, 22)=33,513, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Nota. Del lado izquierdo tenemos el gréfico de interacciones de ANOVA (2D) y a la derecha el

grafico 3D XYZ - Surface Plots creado con el Software STATISTICA.

Resultados Dieta (sustrato seco & hiumedo) vs Variacién de Peso (AP) durante 45 dias

El andlisis de varianza ANOVA entre los tipos de sustratos (himedo y seco), las dietas
o tratamientos (combinacién entre sustrato himedo y seco) y la variacion de peso (AP) mostré
diferencia significativa (p<0,0001) entre el sustrato himedo y la variacién de peso (AP) como se
puede observar en la Tabla 8.
Tabla 8

Anélisis de Varianza ANOVA para AP

Fuente Suma de gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Sustrato humedo  0,0125256 2 0,0062628 32,43 0,0000

B: Sustrato seco 0,00142773 3 0,00047590 2,46 0,0892

9
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C: Repeticiones

INTERACCIONES
AB

RESIDUOS

TOTAL
(CORREGIDO)

0,000218325

0,000736976

0,00424923

0,0191579

22

35

0,00010916 0,57 0,5763
2

0,00012282 0,64 0,7003
9

0,00019314

7

Prueba Tukey: Sustrato humedo (factor A) vs Variacion de Peso (AP) durante 45 dias

En la comparacién de las medias de los niveles de los factores (tipos de sustrato) con

las medias de todos los tratamientos, se obtuvieron diferencias significativas entre los tipos de

sustrato hiumedo y la variacién de peso (AP). Esto genero la formacién de agrupaciones, en

donde el grupo ¢ (60 g de apio pasado) fue el que obtuvo mayor incremento de peso (0,121 g)

por larva de T. molitor L. durante los 45 dias (véase la Tabla 9)

Tabla 9

Prueba de significancia entre grupos de Tukey: tipo de sustrato himedo (Factor A) vs AP

Sustrato hiumedo

AP (9)

SH1

SH2

SH3

0,121529°
0,0937441°

0,07622492

No se realiz6 la prueba de Tukey para el sustrato seco frente a la variacién de peso, ya

gue en el analisis de ANOVA (véase la Tabla 8) se obtuvo un p>0,05, lo que indicé la ausencia

de diferencias significativas entre el factor B y la variable, variacién de peso.
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Diagramas de cajas y bigotes: Sustrato humedo (factor A) y sustrato seco (factor B) vs
Variacion de Peso (AP)

En el diagrama de la Figura 10. al lado izquierdo se observa que, para los sustratos
hamedos, el SH1 (60 g de apio pasado) existe simetria en los datos y presenta la variacion de
peso més alta (>0,0120 g); en contraste con el SH3 (60 g cascara de remolacha) el incremento
llegé incluso a ser inferior a 0,060 g por larva. Al lado derecho en cambio se divisa que no
existen grandes variaciones entre los tipos de sustrato seco y los datos del incremento de peso,
y en particular el sustrato seco 1 - SS1 (25 g harina de trigo mas 75 g harina de maiz) tuvo 2
datos atipicos en el extremo inferior y superior de los bigotes.

Figura 10
Diagrama de cajas y bigotes: tipo de sustrato humedo (factor A) y seco (factor B) vs Variacion

de Peso durante 45 dias (AP)
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Gréfico interacciones: Dieta (sustrato hUumedo & sustrato seco) vs Variacién de Peso
(AP)

En la Figura 11. se pudo notar que todos los tratamientos conformados por el sustrato
hamedo 1 - SS1 (60 g de apio pasado) tienen el mayor incremento de peso, y en especial, la
dieta o tratamiento 3 (60 g de apio con 75 g Harina de trigo mas 25 g harina de maiz) con el
mayor aumento (>0,130 g) por larva.

Figura 11
Grafico de interacciones factores & variable 2D y 3D: tipo de sustrato hiumedo (factor A) y seco

(factor B) vs AP

Sustrato himedo*Sustrato seco; LS Means
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Resultados Dieta (sustrato seco & himedo) vs Variacion de Area (AA) durante 45 dias

La comparacién de las varianzas entre las medias de los tratamientos (Tabla 10),

mostraron diferencias significativas entre los dos tipos de sustratos (hUmedo y seco), y su

interaccion (A*B) con la variacion de area (AA) durante los 45 dias con un valor de p<0,05.

Tabla 10

Andlisis de Varianza ANOVA para AA

Fuente Suma de gl Cuadrado Razén-F  Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Sustrato himedo  0,0195594 2 0,00977968 4,91 0,0173

B: Sustrato seco 0,0272997 3 0,00909989 4,57 0,0124

C: Repeticiones 0,00357081 2 0,0017854 0,90 0,4224

INTERACCIONES
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AB 0,152119 6 0,0253532 12,73 0,0000
RESIDUOS 0,0438196 22  0,0019918
TOTAL 0,246369 35

(CORREGIDO)

Prueba Tukey: Sustrato humedo (factor A) vs AA

El test de Tukey para el sustrato himedo genero agrupaciones para los tres tipos de
sustratos humedos (véase la Tabla 11) siendo el sustrato himedo 1 (grupo b) compuesto por
60 g de apio pasado, el que obtuvo el mayor incremento en area superficial del gusano de la

harina amarillo con 0,384 mm? promedio.

Tabla 11

Prueba de significancia entre grupos de Tukey: tipo de sustrato himedo (Factor A) vs AA

Sustrato AA (mm?)

humedo

SH1 0,383862°
SH2 0,3547432
SH3 0,3267712

Prueba Tukey: Sustrato seco (factor B) vs AA

Para el factor B también se vio la generacién de agrupaciones en los tipos de sustratos
secos, siendo el grupo b (SS1) constituido por 25 g harina de trigo mas 75 g harina de maiz el
gue mayor aumento en area muestra con 0,398 mm? por larva durante los 45 dias (véase La
Tabla 12).
Tabla 12

Prueba de significancia entre grupos de Tukey: Tipo de sustrato seco (Factor B) vs AA

Sustrato seco AA
SS1 0,39799°
SS2 0,339232
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SS3 0,324617°
SS4 0,3586642

Diagramas de cajas y bigotes: Sustrato humedo (factor A) y sustrato seco (factor B) vs
Variacion de area (AA)

En la Figura 12. (izquierda) se observa que el sustrato himedo 1 — SH1 (60 g de apio
pasado) tiene una distribucién simétrica de los datos y tiene el mas alto incremento de area
superficial (>0,350 mm?), por el contrario, el sustrato himedo 3 — SH3 (60 g cascara de
remolacha) tuvo el menor incremento de area superficial por larva (<0,250 mm?), el mayor
grado de dispersion y asimetria de datos.

En relacién con la Figura 12. (derecha) todos los tipos de sustrato seco tiene un alto
rango intercuartil, excepto el sustrato seco 3 (75 g harina de trigo mas 25 g harina de maiz).
Figura 12
Diagrama de cajas y bigotes: tipo de sustrato himedo (factor A) y seco (factor B) vs Variacion

de area durante 45 dias (AA)
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Gréfico interacciones: Dieta (sustrato himedo & sustrato seco) vs Variacion de Area (AA)
La Figura 13 muestra que la combinacién de SH3 + SS1 (tratamiento 9) gener6 el
mayor crecimiento superficial de las larvas (<0,500 mm?), mientras el que menos influyo fue

SH3 + SS2 (tratamiento 10).



Figura 13
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Gréfico de interacciones factores & variable 2D y 3D: tipo de sustrato humedo (factor A) y seco

(factor B) vs AA

Variacién Area

Sustrato himedo*Sustrato seco; LS Means
Current effect: F(6, 22)=12,729, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Resultados Dieta (sustrato seco & hiumedo) vs %Ts (tasa de supervivencia)

Segun el andlisis de varianza ANOVA de la Tabla 13 no existe diferencia significativa
entre las medias del factor A (sustrato humedo) y la tasa de supervivencia (%Ts) p>0,05.
Asimismo, el factor B (sustrato seco) y la interaccion A*B (p>0,05) no presentd efecto sobre el
%Ts.

Tabla 13

Andlisis de Varianza ANOVA para %Ts (tasa supervivencia)

Fuente Suma de gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Sustrato himedo 44,2222 2 22,1111 1,03 0,3742

B: Sustrato seco 7,55556 3 2,51852 0,12 0,9491

C: Repeticiones 14,8889 2 7,44444 0,35 0,7112

INTERACCIONES

AB 65,1111 6 10,8519 0,50 0,7982

RESIDUOS 473,111 22 21,5051

TOTAL 604,889 35

(CORREGIDO)

Prueba Tukey: Sustrato humedo (factor A) vs %Ts

Como se expone en la Tabla 14 no se han generado grupos dentro de los niveles del
factor B (sustrato hiumedo) en relacién con el porcentaje de supervivencia de T. molitor L.
durante los 45 dias del ensayo, ya que todas las medias estan en el mismo grupo “a”. Se
esperaba este resultado tomando en cuenta que la prueba de ANOVA de la Tabla 13 no arroj6o

diferencias significativas entre los tipos de sustrato y el %Ts. El porcentaje de supervivencia

para el factor A (sustrato himedo) va desde el %93 en adelante.
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Tabla 14

Prueba de significancia entre grupos de Tukey: tipo de sustrato humedo (factor A) vs %Ts

Sustrato humedo %Ts

SH3 93,0%
SH2 95,16672
SH1 95,52

Diagramas de cajas y bigotes: Sustrato humedo (factor A) y sustrato seco (factor B) vs
%Ts (tasa de supervivencia)

En el diagrama de la izquierda (Figura 14) ninguno de los niveles del factor A (sustrato
hamedo) muestra diferencias significativas entre sus medias; y el sustrato hUmedo 3 — SH3,
formado por 60 g de cascaras de remolacha es el que presentd mayor dispersion de datos. De
esa misma manera, en el diagrama de la derecha (Figura 14) no se observan grupos diferentes
significativamente entre los tipos de sustratos secos y el %Ts, y se observa asimetria en los
datos, con una baja dispersion en los cuatro.

La tasa de supervivencia mas alta para todos los tratamientos es el sustrato himedo 3 -
SH3 (50 g de apio pasado) >99%, y el mas bajo se observa con el sustrato seco 2 - SS2 (50 g

harina de trigo mas 50 g harina de maiz) ~88%.



Figura 14
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Diagrama de cajas y bigotes: tipo de sustrato humedo (factor A) y seco (factor B) vs %Ts (tasa

supervivencia)

Box Plot of %Ts (tasa superv.) grouped by Sustrato himedo
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Gréfico interacciones: Dieta (sustrato hUmedo & sustrato seco) vs %Ts (tasa

supervivencia)

En la Figura 5 se vio que las tasas de supervivencia presentan valores altos para todos

los tratamientos sin diferencias significativas, siendo el mas alto el generado por la combinacién

de SH2 y SS3 (60 g cascaras de nabo con 75 g harina de trigo mas 25 g harina de maiz) y SH2

+ SS4 (60 g cascaras de nabo con 100 g harina de trigo).

Range
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Gréfico de interacciones factores & variable 2D y 3D: tipo de sustrato humedo (factor A) y seco

(factor B) vs %Ts (tasa de supervivencia)
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Analisis Proximales
Resultados Dieta (sustrato seco & humedo) vs % P (proteina bruta)

El porcentaje de proteina bruta tuvo diferencias significativas con el factor A (sustrato
hamedo), el factor B (sustrato seco) y la interaccién entre A*B con un p<0,0001 como lo
muestra la Tabla 15.

Tabla 15

Andlisis de Varianza ANOVA para Proteina (%)

Fuente Sumade gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Sustrato himedo 114,413 2 57,2065 13854,61  0,0000

B: Sustrato seco 62,3342 3 20,7781 5032,16 0,0000

C: Repeticiones 0,000490186 2 0,000245093 0,06 0,9425

INTERACCIONES

AB 63,1867 6 10,5311 2550,49 0,0000

RESIDUOS 0,0908393 22  0,00412906

TOTAL 240,025 35

(CORREGIDO)

No hubo efecto entre las repeticiones y el porcentaje de proteina bruta lo que muestra
normalidad de los datos.
Prueba Tukey: Sustrato himedo (factor A) vs %P (proteina bruta)

En la Tabla 16 se observa la constitucion de 3 agrupaciones (a, b y c) con los niveles o
tipos del factor A (sustrato humedo) siendo el grupo ¢ (60 g de remolacha) el que obtuvo mayor

valor % de proteina bruta (18,27%) y “a” (60 g apio pasado) el mas bajo (13,90%).



Tabla 16
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Prueba de significancia entre grupos de Tukey: Tipo de sustrato humedo (Factor A) vs Proteina

bruta (%)

Sustrato hiumedo

Proteina (%)

SH1
SH2
SH3

13,90522
16,1359°
18,2716°

Prueba Tukey: Sustrato seco (factor B) vs %P (proteina bruta)

La prueba de Tukey generd agrupaciones cuando se compararon las varianzas entre

los tipos de sustratos secos (factor B) y el porcentaje de proteina (%P), especificamente se

notd que el grupo a (25 g harina de trigo mas 75 g harina de maiz) tuvo el porcentaje mas bajo

de proteina (14,11%) y el grupo d el mayor (75 g harina de trigo mas 25 g harina de maiz)

como se muestra en la Tabla 17.

Tabla 17

Prueba de significancia entre grupos de Tukey: Tipo de sustrato seco (factor B) vs Proteina

bruta (%)

Sustrato seco

Proteina (%)

SS1
SS2
SS3
SS4

14,1088?
16,0436
17,7754¢
16,4891°

Diagramas de cajas y bigotes: Sustrato humedo (factor A) y sustrato seco (factor B) vs

%P (proteina bruta)

En la Figura 16 se observa que el porcentaje de proteina en relacion con el factor A

(sustrato humedo), el sustrato himedo 3 (60 g de cascaras de remolacha) tuvo mayor
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dispersion de los datos, pero con simetria. Y para el sustrato seco (lado derecho) el sustrato
seco 3 (75 g harina de trigo méas 25 g harina de maiz) tuvo el rango intercuartil mas grande
pero también representa la media mas alta de %P.

Figura 16

Diagrama de cajas y bigotes: tipo de sustrato himedo (factor A) y seco (factor B) vs Proteina

bruta (%)
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Gréfico interacciones: Dieta (sustrato hUumedo & sustrato seco) vs %P (proteina bruta)
En La Figura 17 se observa que la el tratamiento 11 (SH3 + SS3) compuesto por 60 g

de céscaras de remolacha con 75 g de harina de trigo mas 25 g de harina de maiz, fue la dieta

gue presenté mayor % de proteina bruta (> 22%) y los tratamientos que se formaron con el

sustrato humedo 1 (60 g apio pasado) tuvieron un menor porcentaje de proteina bruta (<15%).
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Gréfico de interacciones factores & variable 2D y 3D: tipo de sustrato humedo (factor A) y seco

(factor B) vs Proteina bruta (%)
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Resultados Dieta (sustrato seco & humedo) vs %G (grasa bruta)
El andlisis de varianza de ANOVA, presentd influencia (p<0,0001) entre los tipos de
sustrato (himedo y seco) y el porcentaje de grasa bruta. Asi también, se observé efecto entre

la interaccién entre los dos tipos de sustrato (A*B) y %G (grasa bruta) (véase Tabla 18).

Tabla 18

Andlisis de Varianza ANOVA para Grasa bruta (%)

Fuente Sumade gl Cuadrado Razén-F  Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Sustrato himedo 81,4346 2 40,7173 1296,74 0,0000

B: Sustrato seco 9,81876 3 3,27292 104,23 0,0000

C: Repeticiones 0,0516649 2 0,0258324 0,82 0,4523

INTERACCIONES

AB 55,5298 6 9,25497 294,75 0,0000

RESIDUOS 0,690794 22 0,0313997

TOTAL 147,526 35

(CORREGIDO)

Prueba Tukey: Sustrato humedo (factor A) vs %G (grasa bruta)

Segun la Tabla 19, el andlisis de Tukey mostr6 que existen diferencias siginificativas
entre las medias de los niveles del tipo de sustrato himedo (factor A), porque se generaron
grupos, en donde el “c” (60 g cascaras de remolacha) tuvieron el porcentaje mas alto de grasa

bruta (30,19%); y el “a@” (60 g de apio pasado) el mas bajo (26,54%).



Tabla 19

Prueba de significancia entre grupos de Tukey: Tipo de sustrato humedo (factor A) vs Grasa

bruta (%)

Sustrato
himedo

Grasa bruta (%)

SH1
SH2
SH3

26,5378%
28,7781°
30,1908°

Prueba Tukey: Sustrato seco (factor B) vs %G (grasa bruta)
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Para el sustrato seco (factor B) también se generaron agrupaciones en el test de Tukey,

siendo el grupo ¢ (75 g de harina de trigo mas 25 g harina de maiz) el que mostré mayor

cantidad de grasa bruta (27,63%). Ademas, no hubieron variaciones significativas entre las

medias del SS1 (25 g harina de trigo mas 75 g harina de maiz) y SS4 (100 g Harina de trigo)

por lo que se agruparon en el mismo grupo (b), véase Tabla 20.

Tabla 20

Prueba de significancia entre grupos de Tukey: Tipo de sustrato hiumedo (factor B) vs Grasa

bruta (%)

Sustrato seco Grasa bruta (%)

SS1
SS2
SS3
SS4

28,757°

28,9991°
27,6281%
28,6248°

Diagramas de cajas y bigotes: Sustrato humedo (factor A) y sustrato seco (factor B) vs

%G (grasa bruta)

La Figura 18 (izquierda) exhibe que en entre los tipos de sustrato himedo respecto el

porcentaje de grasa bruta, la dispersion y simetria de los datos es similar, en cambio para los
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tipos de sustrato seco (derecha), la dispersion es mayor en los datos del sustrato seco 3 (75 g

harina de trigo méas 25 g harina de maiz).

Figura 18

Diagrama de cajas y bigotes: tipo de sustrato himedo (factor A) y seco (factor B) vs Grasa

bruta (%)
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Gréfico interacciones: Dieta (sustrato hUumedo & sustrato seco) vs %G (grasa bruta)

La combinacion de 60 g de cascaras de nabo con 50 g harina de trigo con 50 g harina

de maiz (tratamiento 10) y 60 g de cascaras de remolacha con 75 g harina de trigo mas 25 g

harina de maiz (tratamiento 11) tienen el mayor porcentaje de grasa bruta (<30%) (véase

Figura 19).



Figura 19

79

Gréfico de interacciones factores & variable 2D y 3D: tipo de sustrato humedo (factor A) y seco

(factor B) vs grasa bruta (%)
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Resultados Dieta (sustrato seco & humedo) vs %Humedad

El andlisis de varianza ANOVA, mostré influencia (p<0,0001) entre el factor A (sustrato
hamedo), la interaccion A*B y el porcentaje de humedad como lo indica la Tabla 21.
Tabla 21

Andlisis de Varianza ANOVA para humedad (%)

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razén- Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Sustrato hamedo 51,2727 2 25,6363 31,10 0,0000

B: Sustrato seco 4,25457 3 1,41819 1,72 0,1921

C: Repeticiones 0,725323 2 0,362661 0,44 0,6496

INTERACCIONES

AB 20,521 6 3,42017 4,15 0,0062

RESIDUOS 18,1373 22 0,824421

TOTAL 94,9108 35

(CORREGIDO)

El % grasa bruta tiene una diferencia significativa en base al sustrato himedo y las
combinaciones entre el sustrato himedo y seco.

Prueba Tukey: Sustrato humedo (factor A) vs %H (humedad)

La tabla 22 muestra agrupaciones en los tipos de sustrato himedo, siendo el grupo ¢
(sustrato humedo 1) compuesto por 60 g de apio pasado el que tuvo mayor grado de humedad.
Tabla 22
Prueba de significancia entre grupos de Tukey: Tipo de sustrato humedo (factor A) vs humedad

(%)

Sustrato humedo Humedad (%)
SH1 57,3562°¢
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SH2 55,9525
SH3 54,4337%

Diagramas de cajas y bigotes: Sustrato humedo (factor A) y sustrato seco (factor B) vs
%G (grasa bruta)

En el diagrama de la izquierda (Figura 20) se distinguio que los tres tipos de sustrato
hamedo tenian una dispersion de datos similar y eran simétricos, excepto el SH3 (60 g de
cascaras de remolacha). A diferencia del diagrama de la derecha misma Figura 20. las cajas
para los cuatro tipos de sustrato seco tuvieron rangos similares en el % de grasa bruta (51 —
58%).

Figura 20

Diagrama de cajas y bigotes: tipo de sustrato himedo (factor A) y seco (factor B) vs humedad
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Gréfico interacciones: Dieta (sustrato humedo & sustrato seco) vs %H (humedad)
En la Figura 21 se observa que cualquier tratamiento que incluy6 al sustrato himedo 1
(60 g apio pasado) presento los datos mas altos de %humedad, es decir el tratamiento o dietas

1,2, 3y 4.
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Grafico de interacciones factores & variable 2D y 3D: tipo de sustrato hiumedo (factor A) y seco

(factor B) vs Humedad (%)

Sustrato himedo*Sustrato seco; LS Means
Current effect: F(6, 22)=4,1486, p=,00617
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Resultados Dieta (sustrato seco & humedo) vs %C (cenizas)
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Las varianzas entre las medias de los tratamientos frente a las medias dentro de los

niveles de cada factor A y B (sustrato himedo y seco) mostré diferencias significativas entre el

porcentaje de cenizas y los dos factores, asi como con su interaccién A*B (p<0,0001) (véase

Tabla 23).

Tabla 23

Andlisis de Varianza ANOVA para Cenizas (%)

Fuente Sumade gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Cuadrados

EFECTOS
PRINCIPALES
A: Sustrato himedo  1,72993 0,864964 363,11 0,0000
B: Sustrato seco 5,26148 1,75383 736,25 0,0000
C: Repeticiones 0,000480607 2 0,000240304 0,10 0,9045
INTERACCIONES
AB 9,47537 6 1,57923 662,96 0,0000
RESIDUOS 0,0524062 2 0,0023821

2
TOTAL 16,5197 3
(CORREGIDO) 5

Prueba Tukey: Sustrato humedo (factor A) vs %C (cenizas)

Se observo en la Tabla 24 diferencias considerables entre las medias de los tipos de

sustrato humedo en relacion con el porcentaje de cenizas (%C), formandose tres grupos,

siendo el ¢ (60 g de apio pasado) el que tuvo mayor cantidad de cenizas, es decir mayor

porcentaje de oligoelementos.
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Tabla 24

Prueba de significancia entre grupos de Tukey: Tipo de sustrato humedo (factor A) vs Cenizas

(%)

Sustrato humedo  Cenizas (%)

SH1 1,79973°¢
SH2 1,276142
SH3 1,43483°

Prueba Tukey: Sustrato seco (factor B) vs %C (cenizas)

Para los tipos de sustrato seco, el SS2 (50 g harina de trigo méas 50 g harina de maiz) y
el SS1 (25 g harina de trigo mas 75 g harina de maiz) no tuvieron variaciones considerables
entre sus medias por lo que se agruparon en el mismo grupo, que fue el “a”. Ademas, el SS3
(75 g harina de trigo mas 25 g harina de maiz) tuvo el mayor porcentaje de cenizas (2,16%)
(Tabla 25).

Tabla 25

Prueba de significancia entre grupos de Tukey: Tipo de sustrato seco (factor B) vs Cenizas (%)

Sustrato seco %Cenizas

SS2 1,242792
SS1 1,259662
SS4 1,34986"
SS3 2,16196°¢

Diagramas de cajas y bigotes: Sustrato hiumedo (factor A) y sustrato seco (factor B) vs
%C (cenizas)

En la Figura 22 (izquierda) se muestra una baja dispersion de datos para el sustrato
hamedo 2 - SH2 (60 g de cascara de nabo) y el SH3 (60 g de cascaras de remolacha) pero el

SH1 (60 g de apio pasado) tuvo el mayor porcentaje de cenizas. Por otro lado, en la misma
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figura (derecha) se vio un rango intercuartil mayor para el SS3 (75 g harina de trigo mas 25 g

harina de maiz) pero tuvo el mayor %C (cenizas).

Figura 22

Diagrama de cajas y bigotes: tipo de sustrato humedo (factor A) y seco (factor B) vs % Cenizas
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Gréfico interacciones: Dieta (sustrato hUmedo & sustrato seco) vs %C (cenizas)

La Figura 23 exhibe un mayor % de cenizas en las larvas alimentadas con la dieta SH1

+ SS3 (60 g de apio pasado con 75 g harina de trigo mas 25 g harina de maiz).



Figura 23

86

Gréfico de interacciones factores & variable 2D y 3D: tipo de sustrato humedo (factor A) y seco

(factor B) vs Cenizas (%)
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Resultados Dieta (sustrato seco & humedo) vs pH

La Tabla 26 determina que el pH varié segun el sustrato hUumedo o seco que se utiliz6 e
incluso sus combinaciones A*B (p<0,0001).
Tabla 26

Andlisis de Varianza ANOVA para pH

Fuente Suma de gl Cuadrado Medio  Razén-F Valor-P
Cuadrados

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Sustrato humedo 15,5674 2 7,78372 2428,11 0,0000

B: Sustrato seco 1,22122 3 0,407072 126,98 0,0000

C: Repeticiones 0,00912081 2 0,0045604 1,42 0,2624

INTERACCIONES

AB 2,05536 6 0,34256 106,86 0,0000

RESIDUOS 0,0705249 22 0,00320568

TOTAL 18,9237 35

(CORREGIDO)

Prueba Tukey: Sustrato humedo (factor A) vs pH

Se formaron 3 agrupaciones con diferencias significativas segun el tipo de sustrato
hamedo (Tabla 27), el grupo ¢ conformado por las muestras alimentadas con el sustrato
hamedo 1 (60 g de apio pasado) tuvieron el pH mas alto (5,84).
Tabla 27

Prueba de significancia entre grupos de Tukey: Tipo de sustrato humedo (factor A) vs pH

Sustrato humedo pH

SH1 5,8435°¢
SH2 4,41247?
SH3 5,76832°
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Prueba Tukey: Sustrato seco (factor B) vs pH

Para el sustrato seco se formaron 3 agrupaciones; el SS1 y SS4 no tuvieron diferencias
significativas entre sus medias por lo que ambos conformaron el grupo a, con la media mas
baja de pH (~5,12), en contraste, el SS2 (50 g harina de trigo mas 50 g harina de maiz)
presento el pH mas alto (5,59).
Tabla 28

Prueba de significancia entre grupos de Tukey: Tipo de sustrato seco (factor B) vs pH

Sustrato seco pH

SS4 5,13153%
SS1 5,202322
SS3 5,4405°

SS2 5,59137°¢

Diagramas de cajas y bigotes: Sustrato humedo (factor A) y sustrato seco (factor B) vs
pH

El sustrato humedo 2 (SH2) tiene una distribucién de datos simétrica e influye
principalmente en la generacion de pH bajos (<5,2). En cambio, los tipos de sustratos secos

influyen el pH, pero con una tendencia a la acidez débil (>5,6) (Figura 24).



Figura 24

Diagrama de cajas y bigotes pH para tipo de sustrato humedo (factor A) y seco (factor B)
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Gréfico interacciones: Dieta (sustrato hUmedo & sustrato seco) vs pH

En la Figura 25 se observa que los valores mas altos de pH (>6) se obtuvieron con el

tratamiento 12 (SH3 + SS4) y los mas bajos (~4) con el tratamiento 7 (SH2 + SS3).
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Figura 25
Gréfico de interacciones factores & variable 2D y 3D: tipo de sustrato humedo (factor A) y seco

(factor B) vs pH
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Analisis interacciones entre variables

Ademas, de conocer el grado de influencia de los factores sobre las variables, es
importante conocer el efecto de las variables entre si. Las variables de este estudio fueron:
FCR, AP, AA, %Ts, % Proteina bruta, % Grasa bruta, % Cenizas, % Humedad y el pH.

En la Figura 26 se observan los grados de correlacion variables vs variables,
evidencidndose que existe correlacion (>0,700) entre los indices de conversion alimenticia
(FCR) de los dias 15, 30y 45. Esto infiere en que la capacidad de T. molitor L. para transformar
el alimento (dieta) en biomasa se ve influenciada por el tiempo en su periodo de crecimiento.
Figura 26

Matriz de Correlaciones entre variables del disefio experimental

.- . a
Matriz de correlaciones

%Ts (tasa Variacian Variacion Grasa bruta
FCRDia15 FCRDia30 FCRDia45 superv) Area Peso Proteina(%) (%) Humedad(%)  Genizas(%) pH
Correlacion FCRDia15 1,000 507 497 - 087 063 - 576 169 402 - 342 - 345 -233
FCR Dia 30 507 1,000 B34 125 -,022 - 506 198 366 -391 176 514
FCR Dia 45 497 594 1,000 - 086 -107 -407 17 308 - 280 -315 - 581
%Ts (tasa supen.) -,087 125 -,086 1,000 -,001 263 - 088 -,043 167 028 120
Variacion Area 063 -,022 -107 -001 1,000 238 - 501 -,443 191 173 - 060
Variacion Peso - 576 - 506 - 407 263 238 1,000 - 418 - 554 556 319 166
Proteina (%) 169 198 M7 - 088 - 501 -418 1,000 524 - 604 - 064 090
Grasa bruta(%) 402 366 308 -043 -,443 - 554 524 1,000 -332 - 410 -094
Hume dad (%) -,342 -,391 -,280 167 191 656 - 604 -,332 1,000 145 074
Cenizas(%) -,345 176 -315 028 173 318 - 064 - 410 145 1,000 268
pH -,233 - 614 - 561 -120 -,060 166 090 -,094 074 268 1,000

Nota. Obtenido mediante el Software IBM SPSS
Matriz de componentes

La Tabla 29. expresa las variables que han incidido en mayor grado sobre el resto de
variables, siendo los primeros tres componentes los que presentan mayor variabilidad con un
acumulado de 65,918%. Es decir que la eficiencia con la que el gusano de la harina amarillo
convierta los subproductos organicos domeésticos en biomasa afecta el valor nutricional y el

desarrollo del escarabajo.



Tabla 29

Tabla de componentes

Variable

FCR Dia 15
FCR Dia 30
FCR Dia 45
%Ts (tasa superv.)

Variacion Area

Variacién Peso
Proteina (%)

Grasa bruta (%)
Humedad (%)
Cenizas (%)

pH

1
689
799
753
-,191
-,276
-,813
527
,690
-,663
-,448
-,449

Componente
2
,197
,398
,450
,147
,630
,203
-,671
-,337
,357
-,253
-,633

3
-,276
,181
,219
,610
-,542
,252
,139
,095
,161
,328
- 371

Nota. Método de extraccion: andlisis de componentes principales. Obtenido mediante el

Software IBM SPSS

Los tres componentes principales también se los puede identificar mediante el grafico
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de sedimentacion (Figura 27), en donde se observa a los tres primeros componentes (FCR dias

15, 30 Y 45) como las variables que mas influyen sobre el resto. El resto de variables (AP, AA,

%Ts, % Proteina bruta, % Grasa bruta, % Cenizas, % Humedad y el pH) tuvieron una

proporcion muy pequefia de la variabilidad (cercana a cero) y probablemente carezcan de

importancia.
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Figura 27

Grafico de sedimentacion

Grafico de sedimentacion

Autovalor

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 I

Numero de componente

Anélisis de componentes principales (ACP)

En la Figura 29 se observa una agrupacion de puntos que representan a las variables
de indice de conversion alimenticia - FCR de los dias 15, 30 y 45 determinando que existe una
alta correlacion entre las mismas. Con un menor grado de correlacion, es decir menor
influencia o efecto entre variables, vemos la agrupacion: pH y contenido de ceniza, y la
agrupacion: variacion de peso y %humedad. El porcentaje de proteina, y la tasa de
supervivencia tuvieron una nula correlacion entre las otras variables, esto se dedujo ya que se

observa a estas variables distantes del resto y casi en el punto de origen de esta figura en 3D.
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Figura 28

Grafico de componentes en el espacio rotado (3 dimensiones)
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Creacion de conglomerados entre los tratamientos de estudio

En el dendograma de la Figura 29 vemos la generacién de varios clusters; de arriba
hacia abajo se agruparon los tratamientos con mayor similitud en cuanto a su comportamiento
con todas las variables. Claramente se not6 la formacién de clusters entre las repeticiones de

los tratamientos, lo cual nos confirma la normalidad de los datos.
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Figura 29

Dendograma: Interaccion entre tratamientos, factores y variables
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Con el andlisis de varianza y Tukey pudimos elegir el tratamiento que influye de manera
mas eficiente y beneficiosa a los parametros de crecimiento, supervivencia, y valor nutricional,
siendo el tratamiento 11 (60 g de cascaras de remolacha con 75 g Harina de trigo mas 25 g
harina de maiz), el mas adecuado. Se pudo observar en el dendograma que el tratamiento 3

(60 g de apio pasado con 75 g Harina de trigo mas 25 g harina de maiz), y 2 (60 g de apio
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pasado con 50 g harina de trigo mas 50 g harina de maiz) se encuentran en mayor cercania
por lo que son parecidos en eficiencia.
Resumen de resultados de Bioconversion y crecimiento

Todas las variables analizadas (FCR, variacion de area, % proteina, %grasa cruda,
%humedad, %cenizas y pH) se vieron afectadas significativamente por el sustrato humedo
(factor A), sustrato seco (factor B) y su interaccion (A*B); excepto la variacién de peso, el cual
solo se vio influenciada por el sustrato himedo, y el porcentaje de supervivencia sobre el cual
ningun factor influyé significativamente. Cada variable que cambié con los factores de estudio
tuvo grupos estadisticamente distintos (a, b, ¢, d) corroborando la inexistencia del error tipo | y
Il mediante la prueba de Tukey.

En el Figura 10 el sustrato seco (factor B) vs la variacion de peso (AP) las cajas de los
cuatro niveles no sé diferencian, al contrario de lo que sucede con el sustrato humedo (factor A)
con las tres agrupaciones formadas (Tabla 11), es decir solo el sustrato humedo influyé en el
incremento de peso durante los 45 dias de experimentacion, los sustratos secos no tuvieron
una diferencia significativa entre sus grupos.

Respecto al crecimiento o variacion de area, el factor A (sustrato himedo) y el factor B
(sustrato seco) presentaron diferencias significativas en sus grupos (Tabla 12) por lo que los
dos sustratos influyeron en el crecimiento de la larva.

Por otro lado, en el porcentaje de supervivencia (%Ts) no existié diferencias
significativas con el tipo de sustrato (himedo 0 seco) y tampoco sus combinaciones.

Finalmente, los gréficos de interaccion de variables mostraron la existencia de un
conglomerado altamente relacionado entre el FCR dia 15, 30 y 45. También, existe una leve
correlacion entre el % de cenizas - pH, y la variacion de peso - % humedad. El tratamiento con
datos mas eficientes de las variables (FCR, AP, AA, %Ts, % Proteina bruta, % Grasa bruta, %
Cenizas, % Humedad y pH) es el 11 (60 g de céscaras de remolacha con 75 g Harina de trigo

mas 25 g harina de maiz), y el menos eficiente es el 6 (60 g de cascaras de nabo con 50 g
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harina de trigo mas 50 g harina de maiz), y todos los tratamientos exponen normalidad en sus
datos.
Analisis microbiolégico

Se realiz6 el conteo de unidades formadoras de colonias en los tratamientos con
valores nutricionales adecuados para el consumo, mayor tasa de crecimiento, desarrollo y
bioconversién mas efectiva, por lo que se analiz6 el tratamiento 3, 11, y adicionalmente, se
analizé el tratamiento 7, que sirvi6 como un control negativo.
Aerobios mesdfilos
Figura 30

Conteo de colonias en Petrifilm de aerobios mesdfilos en tratamiento 3, 7y 11

Tratamiento 3: SH1 + SS3 Tratamiento 7: SH2 + SS3

1*10° UFC/mL = 0,001 UFC/mL 0,245 UFC/mL = 0,123 UFC/g

Presencia / Permisible Presencia / Permisible

Tratamiento 11: SH3 + SS3
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673 *10° UFC/mL = 0,673 UFC/mL
Presencia / Permisible
Mohos y levaduras
Figura 31

Conteo de colonias en Petrifilm de mohos y levaduras en tratamiento 3, 7y 11

Tratamiento 3: SH1 + SS3 Tratamiento 7: SH2 + SS3

1*10° UFC/mL = 0,001 UFC/mL 4*10° UFC/mL = 0,004 UFC/mL

Presencia / Permisible Presencia / Permisible

Tratamiento 11: SH3 + SS3
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1*10° UFC/mL = 0,003 UFC/mL
Presencia / Permisible
Coliformes totales y E. coli
Figura 32

Conteo de colonias en Petrifilm de coliformes totales y E. coli en tratamiento 11

Tratamiento 11: SH3 + SS3 Tratamiento 11: SH3 + SS3

10272*10 UFC/mL = 10,272 UFC/mL 493*10° UFC/mL = 0,493 UFC/mL

Presencia / Permisible Presencia / Permisible

Nota. Del lado izquierdo Coliformes totales y del dereho, E. coli
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Capitulo V: Discusion
Bioconversidn, crecimiento y supervivencia

El tratamiento 3 (60 g apio pasado con 25 g Harina de trigo y 75 g harina de maiz)
promueve un indice de conversion alimenticia - FCR mas bajo (~2), que indica un alto grado de
eficiencia de bioconversion en comparacion con otros estudios. Investigaciones realizadas con
el mismo organismo y dietas a base de subproductos tuvieron los siguientes indices de
conversion alimenticia - FCRs, >3.8+0.63 (Oonincx et al., 2015), >2,62 (van Broekhoven et al.,
2015), y ~3.22 (Bordiean et al., 2022).Mas aun los valores obtenidos en este estudio corrobora
gue el gusano de la harina amarillo tiene indices de conversion inferiores a los del sector
porcino (~5), avicola (~ 3) y vacuno (~10) (Csiro, 2021).

Por otro lado, no se han encontrado estudios que indaguen sobre crecimiento de T.
molitor L. en relacién a su area de superficie, sin embargo, datos bibliograficos mencionan que
el tamafio promedio de T. molitor L. no supera los 2,5 cm de largo (Vyavhare & Kerns, 2017),
gue es superior al que cuantificamos en todos los tratamientos y control (1,9 mm).

En la ganancia en peso, el tratamiento con mayor incremento fue el 3 (60 g apio pasado
con 25 g Harina de trigo y 75 g harina de maiz); se obtuvo un incremento promedio de > 0,130
g muy parecido al valor obtenido por Bordiean y colaboradores (2022) con una dieta a base de
salvado de trigo.

Adicionalmente, el tiempo de desarrollo para los mismos autores antes mencionados
fueron los siguientes, 79 a 168 dias (van Broekhoven et al., 2015), 83 a 227 (van Broekhoven
et al., 2015) y el mas bajo fue de 74 a 81 dias, valores que duplican y hasta triplican el periodo
de desarrollo obtenido en este estudio (45 dias).

Es importante mencionar que los tratamientos 7 (60 g de cascaras de nabo con 75 g
Harina de trigo mas 25 g harina de maiz), 8 (60 g de cascaras de nabo con 100 g harina de
trigo), 9 (60 g de cascaras de remolachas con 25 g Harina de trigo mas 75 g harina de maiz), y

10 (60 g de cascaras de remolacha con 50 g harina de trigo mas 50 g harina de maiz) tuvieron
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un tiempo de desarrollo mas corto a los 45 dias, ya que del 10 al 50% de las larvas pasaron a
la siguiente etapa (pupa) para esta fecha; lo que se ha atribuido a la edad de las larvas.

Cuando inici6 el estudio se escogieron larvas pequefias y medianas — pequefias con
pesos y tamafios muy similares, sin embargo, Bordiean et al. (2022) menciona que, aunque los
tamarnos sean parecidos la edad puede variar en un amplio rango. La edad era una variable
gue no pudimos controlar, por lo que posiblemente algunas larvas eran mas viejas que otras
pese a su peso y tamafio similar.

Finalmente, en relacion a la tasa de supervivencia no existieron diferencias significativas
con las dietas de las larvas (factores de estudio); el porcentaje de supervivencia iba desde el
86% al >99%, valores mas altos a los de Oonincx et al. (2015) y similares al de van
Broekhoven et al. (2015) y Kim et al. (2016). Esto indica que para todos los tratamientos
utilizados existe una tasa nula de riesgo en cuanto a generar la muerte de los individuos.
Analisis bromatoldgico

Los estudios citados a continuacion utilizaron las mismas condiciones de temperatura y
humedad que las empleadas en esta investigacion durante la fase experimental; ademas, sus
dietas también se componen a base de subproductos organicos, que incluyen a los residuos
domeésticos.

Los porcentajes de proteina cruda mostraron valores desde 13 a 22,5% en materia
fresca, siendo el tratamiento 11 (60 g cascaras de remolacha con 75 g Harina de trigoy 25 g
harina de maiz) el que mostré6 mayor cantidad, esto se asemeja con los valores de Mancini et
al. (2019) que fue de 17,98%, (Oonincx et al., 2015) con 17,5 %, y Costa et al. (2020) con 17.4
—22.0%. El contenido de proteina de la carne de res, cerdo y ave de corral tiene valores
cercanos a los que se alcanzaron, a veces incluso son inferiores (Costa et al., 2020; Hong et
al., 2020).

En cuanto al porcentaje de grasa cruda se obtuvo un rango del 24,5 — 32%, siendo el

tratamiento 10 (60 g cascaras de remolacha con 75 g Harina de trigo y 25 g harina de maiz) y
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11 (60 g apio pasado con 75 g Harina de trigo y 25 g harina de maiz) los que poseyeron mayor
concentracion. Estos valores de grasa bruta adquiridos se encuentran en el rango de otros
estudios como el de Oonincx et al. (2015) con 23,6 — 30,9%, van Broekhoven et al. (2015) con
18,9 — 26,3% y Hong et al. (2020) con 19,1% a 36,7%. Las larvas con mayor contenido de
grasa bruta fueron alimentadas con dietas ricas en carbohidratos y lipidos (Oonincx et al.,
2015), y esté influenciada por la cantidad de agua de la mismas; esto se corrobor6 al ver un
alto grado de correlacion entre el % de humedad y el porcentaje de grasa bruta.

Por ultimo, los porcentajes de grasa cruda para las larvas de T. molitor L. fueron
mayores que los de la harina de soja (1,4%) y la harina de pescado (10,4%) informados por el
Consejo Nacional de investigacion (NRC) de Estados Unidos (2012).

Continuando con el siguiente pardmetro que fue el porcentaje de humedad, las
muestras de todos los ensayos variaron entre el 51,75 — 58% en donde todos los tratamientos
contaron con sustrato humedo. En el estudio de Krdncke & Benning (2022) el contenido de
humedad de las larvas de T. molitor vario entre el 60,8 + 0,1y el 72,9 + 0,5% y fue
significativamente menor (p < 0,05) en los grupos A 'y C que no tenian fuente de agua. Esta
diferencia se puede deber a que sus dietas no fueron a base de subproductos, sino salvado de
trigo (sustrato seco) y zanahoria (sustrato himedo al 75 y 50% de humedad). Nuestro grupo
control fue alimentado con esta misma dieta, pero a diferentes proporciones (62,5 % sustrato
seco y 37,5% humedo) por lo que el porcentaje de humedad varié a ~ 51,679%.

Los porcentajes de cenizas fueron entre 0,991 y 3,726%, con la mayor cantidad
cuantificada en las larvas alimentadas con la dieta o tratamiento 3 (60 g apio pasado con 25 g
Harina de trigo y 75 g harina de maiz). Bordiean et al. (2022) alcanzaron datos entre 4,16 —
7,33, con dietas a base pan molido y salvado de trigo, asi como Riaz et al. (2023)~7,71% con la
misma dieta.

La cantidad de cenizas también expuso correlacion con el pH, a mayor contenido de

cenizas mayor valor del pH, esto podria inferir en que los escarabajos tendrian altos valores en
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oligoelementos como calcio, magnesio y potasio (ceniza basica) (Molnar et al., 2022). Se cree
gue la ceniza acida aumenta el riesgo de sufrir enfermedades, mientras que una ceniza alcalina
se considera protectora, ya que reduce la morbilidad y la mortalidad de enfermedades crénicas
(Schwalfenberg, 2012).

Finalmente, el pH de las larvas estuvo entre 3,887 y 6,157. Los tratamientos que
incluian el sustrato humedo 2 (cascaras de nabo) poseian pH mas 4cidos, y eventualmente,
durante la fase de experimentacion eran los que méas se contaminaban. Song et al. (2021)
obtuvé un pH ~5,6 a lo que le atribuian propiedades coagulantes importantes para la industria
alimentaria, y la digestibilidad animal.

Anélisis microbioldgico

Acorde al Servicio Ecuatoriano de Normalizacién — INEN (1999) y la Comision de la
Unién Europea (2021) las concentraciones de unidades formadoras de colonias por mL
(UFC/mL) encontradas en los analisis microbiolégicos (aerobios mesofilos, mohos, Coliformes
totales y E. coli) de los tratamientos 3 (60 de apio pasado con harina de trigo (75%) y harina de
maiz (25%)), 7 (60 de cascaras de nabo con harina de trigo (75%) y harina de maiz (25%) y 11
(60 de cascaras de remolacha con harina de trigo (75%) y harina de maiz (25%)) de este
estudio no representan riesgos (<100 UFC/mL) y son permisibles para el consumo humano

(EUR-Lex, 2022).
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Capitulo VI: Conclusiones

Se determinoé el grado de bioconversion de Tenebrio molitor L. criado bajo condiciones
ex situ con dietas a base de subproductos organicos domeésticos a través de la tasa de
bioconversién y tasa de supervivencia, evidenciando valores mas eficientes que la de estudios
previos y por lejos, demostrando ser mas eficaz que la carne de origen bovino, porcino y aviar.

Se caracterizé bromatol6gicamente a Tenebrio molitor L. en estado larvario bajo
condiciones ex situ mediante valoracion de proteina total, grasa cruda, pH, cenizas, y
humedad, mostrando una tabla nutricional mas alta que la de carne de origen bovino, porcino y
aviar, especialmente en valor proteico.

Se demostro la influencia de los sustratos hiumedos y secos de las dietas para T. molitor
L. sobre el crecimiento, desarrollo, y contenido nutricional del insecto; siendo de los pocos
estudios que cuantifican el nivel de importancia de la composicién seca y himeda de las dietas
a base de residuos organicos domésticos (van Broekhoven et al. 2015) por lo que esta
investigacion en un importante referente para la nutricion entomolégica.

Ningun tratamiento (dieta) representé un riesgo para la crianza de T. molitor L segun los
datos de supervivencia (>88%), y todos se desarrollaron en un periodo de tiempo mas corto a
la de estudios previos con las mismas condiciones.

La dieta compuesta por 60 g cascaras de remolacha con 75 g Harina de trigo y 25 g
harina de maiz (tratamiento 11) obtuvo valores mas eficientes y beneficiosos para la crianza,
desarrollo y valor nutricional del gusano de la harina amarillo.

Se analizaron los pardmetros microbiologicos de Tenebrio molitor L. en larva criado ex
situ mediante la técnica de recuento en medios de cultivo, estableciendo que todos los
tratamientos producen extractos de T. molitor L. permisibles para el consumo humano.

Aungue el tratamiento 11 mostro ser el mas eficiente, los tratamientos 3 (60 de apio

pasado con harina de trigo (75%) y harina de maiz (25%)), y 7 (60 de cascaras de nabo con
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harina de trigo (75%) y harina de maiz (25%)) también generan larvas de T. molitor L. que se
pueden producir eficientemente para el consumo humano.

Finalmente, se ha demostrado que la harina a base de T. molitor L. representa una de
las principales fuentes de super alimentos del futuro, que promueve una industria alimentaria
sustentable que promueve el reuso de residuos domésticos a base de la bioeconomia, y
mostraria mayor rentabilidad en comparacion a las fuentes de consumo convencional como el

sector bovino, porcino, acuicola y aviar
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Capitulo VII: Recomendaciones

Utilizar el tratamiento 11 (60 g cascaras de remolacha con 75 g Harina de trigoy 25 g
harina de maiz) para pruebas de manufactura de Tenebrio molitor L a mayor escala, ya que la
utilizacion de dietas de bajo costo como las disefiadas en este estudio podrian representar una
alta tasa de rentabilidad en el sector alimentario animal y humano.

Testear el tratamiento 11 (60 g de cascaras de remolacha con 75 g Harina de trigo mas
25 g harina de maiz) combinado con sustratos himedos de otros tratamientos que obtuvieron
mayor incremento en peso, y % de cenizas, para mejorar su rendimiento.

Testear el tratamiento 11 frente a variaciones de altitud, con el objetivo de probar si esta
dieta es funcional para distintas regiones del pais.

Los tratamientos compuestos por el sustrato himedo 2 (cascaras de nabo) combinados
con todos los tipos de sustrato seco eran propensos a contaminarse, lo que pudo bajar su
eficiencia de bioconversién, crecimiento y desarrollo por lo que se podria sustituir este sustrato
hamedo por otro tipo de cascaras de alguna leguminosa rica en almidén para incrementar su
rendimiento.

Analizar, adicionalmente otros parametros durante el crecimiento y desarrollo de T.
molitor L. que puedan influir en la eficiencia de produccion, como edad, medicién volumétrica

de las larvas, secuenciacion de la microbiota, etc.
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