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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el uso de los marcadores 6xido de cromo, 6xido
de silicio y dioxido de titanio en la determinacion de coeficientes de digestibilidad aparente (CDA)
del alimento y nutrientes. Tambien se evaluo el efecto del tiempo sobre su estimacion mediante la
colecta de heces a 1 y 18 horas postpandrial, en juveniles de Totoaba macdonaldi. El ensayo se
efectud utilizando una formulacion de referencia deacuerdo a los requerimeintos de la especie
utilizando ingredientes altamente digestibles. A cada dieta se le adiciono el 1% de cada una de los
marcadores. Las dietas se suministraron a los peces por triplicado en raciones del 2% de la biomasa
por unidad durante 19 dias, con 2 colectas diarias de heces. Se utiliz0 una columna de
sedimentacion que separa las heces del efluente del agua (sistema Guelph), en un sistema de
recirculacion de agua de mar (20.7°C, 8.4 L s, 34 %o) y aireacion continua. La unidad experimental
consistio en estanques de 500 L con tres repeticiones y una biomasa inicial por tanque de 1996 * 4
g. La dieta con didxido de titanio presentd los menores valores de CDA mas bajos para solidos
totales, proteinas, lipidos, carbohidratos, cenizas y energia bruta, en tanto que la dieta con 6xido de
silicio y cromo presentaron los valores mas altos. Se encontraron diferencias significativas (p = <
0.001) de CDA de los nutrientes para proteinas, lipidos y cenizas de acuerdo al tiempo (entre 1y 18
horas de la toma de la muestra). Concluyendo que las heces en contacto con el agua a través del
tiempo pierden nutrientes utilizando cualquiera de los tres marcadores. En general, los resultados
del estudio no mostraron diferencias significativas en los valores de CDA en la colecta de 1 hr entre
el 6xido de cromo y el dioxido de silicio, lo cual sugiere que dichos marcadores pueden ser

utilizados en estudios de digestibilidad en T. Macdonaldi.
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INTRODUCCION

La acuacultura es uno de los sectores de produccion de alimentos de origen animal con un
crecimiento dindmico, el cual complementa a la pesca ya que se ha mantenido en niveles de
produccion casi constantes desde 1987 debido a factores como la sobreexplotacion de los recursos
pesqueros. Esta situacion a promovido que la acuacultura se ubique como una alternativa adecuada

para sustentar la demanda de proteina de la poblacion mundial creciente (FAO, 2010).

El alimento y los costos de alimentacion, son en general la fraccion mas onerosa dentro de
las empresas dedicadas al cultivo de organismos acudticos a nivel semiintensivo o intensivo, por lo
cual la nutricion se ha convertido en una de las areas de investigacion y desarrollo mas importante

dentro de la acuacultura (Tacon, 1989).

La caracterizacion nutricional de materias primas e ingredientes son referentes basicos del
proceso de evaluacion de los alimentos formulados. La composicion quimica, variabilidad en
composicion, el tipo de fuentes y contenido de nutrientes son factores de importancia que se
requiere documentar. Asi mismo, es importante conocer la digestibilidad y biodisponibilidad de los
nutrientes presentes en los ingredientes y alimentos (Allan et al., 2000; Glencross et al., 2007;

Saavedra et al., 2007).

La digestibilidad es una forma de medir el aprovechamiento de un alimento, es decir, la
facilidad con que es convertido en el aparato digestivo en sustancias que pueden ser absorbidas para
posteriormente ser asimiladas por el organismo. Esta comprende dos fases, la digestion que
corresponde a la hidrolisis de las macromoléculas de los alimentos, y la absorcion en el intestino de
las moléculas derivadas de la actividad hidrolitica. La biodisponibilidad se relaciona con la
proporcion del nutriente que es absorbido a través del intestino para ser utilizado en el metabolismo

para mantenimiento y produccion de masa corporal (Littell et al., 1997; Glencross et al., 2007). La



digestibilidad constituye una excelente medida de calidad nutricional de un alimento y ello ha
promovido el desarrollo de metodologias para evaluarla: Métodos in vitro, en los cuales el alimento
y sus nutrientes se someten a la accion de enzimas digestivas en condiciones que asemejan el
proceso digestivo. Los métodos in vivo, consisten en alimentar a los organismos de estudio y
después colectar las heces que se generan. Esto podria realizarse a través de la coleccion total
cuantitativa de las heces emitidas, o bien, con una colecta parcial pero utilizando un marcador inerte
indigerible el cual al estar incorporado en el alimento, es factible el cuantificarlo tanto en el
alimento como en las heces y a partir de la diferencia en concentracion se estima la digestibilidad
(Chong et al., 2002; Tonheim et al, 2007; Sales, 2008). Para seleccionar el tipo de marcador es
necesario considerar las caracteristicas del compuesto, entre las cuales estan las siguientes:
Sustancia inerte y no toxica, no ser absorbida ni metabolizada en su paso por el tracto digestivo y
debe ser recuperada completamente tanto de materias primas como de alimentos procesados, no
tener efectos fisioldgicos ni influir en el proceso de digestion, debe mezclarse intimamente con el
alimento y mantenerse uniformemente distribuida en el contenido digestivo, paso por el tracto
digestivo de forma similar al alimento, no tener efecto sobre la microflora del tracto digestivo de
importancia en el hospedero, facilidad para su determinacion analitica reproducible y no influir en
la palatibilidad del alimento. La evaluacion de dichas caracteristicas permite estimar la eficacia del
marcador en las condiciones en las cuales se desarrolla el estudio de digestibilidad (Jagger et al.,

1992; Marais, 200)

La informacion sobre coeficientes de digestibilidad de los ingredientes es muy util no solo
para permitir la formulacion de las dietas que maximizan el crecimiento de los peces al
proporcionar cantidades adecuadas de nutrientes disponibles, sino también para reducir los

productos de excrecion de los organismos cultivados (Lee, 2002).



En el estudio de la digestibilidad in vivo con el uso de un marcador se cuantifica la
proporcion digestible de la materia seca de la dieta y/o de los nutrientes mediante el contenido de un
marcador indigerible en el alimento y en la materia fecal, a partir de la relacion entre esos
contenidos se determina la digestibilidad aparente del alimento y los nutrientes. Sin embargo, si
bien este procedimiento permite calcular el grueso de lo que es aprovechado, no considera los
productos metabolicos que son producto de la utilizacion interna de tejidos de reserva o apoptosis
(muerte celular), materia organica que se refleja contenida en las heces. Por esta razon es que este
procedimiento no puede determinar la digestibilidad verdadera solo la aparente (Kitagima y
Fracalossi, 2010). De igual forma, factores como el lavado de nutrientes del alimento (lixiviacion),

mas la pérdida por lavado de las heces pueden influir en la calidad de los resultados.

Cabe resaltar la importancia de contar con un alimento digestible, no solo por cubrir
eficientemente los nutrientes requeridos, sino también por el contar con un minimo de desechos
organicos al medio ambiente y asi minimizar el impacto de materia organica como nitrégeno,
fosforo y materia seca, los cuales en distintos estudios realizados en Europa sefalan que entre el 10
y 25 % del alimento es descargado al ambiente y acumulado sobre los sedimentos en las cercanias

de las instalaciones del cultivo (FAO, 1994)



ANTECEDENTES

El 6xido de cromo (Cr,03) es el compuesto que mas comunmente se ha utilizado como
marcador en esrudios de digestibilidad, su uso como marcador en estudios de digestibilidad fue
propuesto en 1918 en estudios con vacas lecheras, posteriormente su aplicacion se generalizo en
estudios de digestibilidad en ovejas, cerdos, vacas, caballos, terneros e incluso en humanos
(Schurch, et al., 1950;), asi como en peces (Nose, 1960, 1961). En estudios en peces el uso del
oxido de cromo es muy frecuente, como se ha reportado en estudios de digestibilidad en trucha
arcoiris (Morales et al., 1999), en la lubina Dicentrarchus labrax (Spyridakis et al., 1989; Gomez
de Silva y Oliva Teles, 1998); en la brotola Urophycis brasiliensis (Bolasina, 2005) y en tilapia
(Flores et al., 2002; Sklan et al, 2004; e.g. Fagenbro & Jauncey, 1993; Fontainhas-Fernandes et al.,
1999). Estudios en peces, con 6xido de cromo como marcador, reportan que su paso a través del
tracto digestivo ocurre a una velocidad diferente a la del alimento; asi mismo, pequefias cantidades
del compuesto pueden ser absorbidas, lo cual puede causar una subestimacion de la digestibilidad
(Li et al., 2008). En tilapia hibrida se reportada que el 6xido de cromo en la dieta influye en la
digestibilidad y el metabolismo de carbohidratos (Shiau y Liang, 1993). Inconvenientes en el uso de
este marcador se han reportado en carpa dorada Carassius auratus (De Silva, Deng & Rajendram,
1997) en la dorada Sparus aurata (Fernandez et al., 1999) y en diversas especies de crustaceos

(Forster & Gabbott, 1971; Newman & Lutz, 1982; Bordner et al., 1983; Leavitt, 1985)

Otro marcador de uso comun en estudios de digestibilidad son las cenizas insolubles en
acido (CIA), la cuales estan integradas principalmente por silice o diéxido de silicio (Si0O,). Este es
un marcador que puede ser interno si esta contenido en un nivel detectable como parte de la
composicion de los ingredientes del alimento, o externo si se adiciona para incrementar su
concentracion y asi facilitar su cuantificacion (Goddard y Malean, 2001). El diéxido de silicio
constituye la parte de las cenizas que no son absorbidas por los organismos animales. Las CIA se

han utilizado como marcador en estudios de digestibilidad en cerdos, pollos y rumiantes (Waterbee



y Gruber, 1993) y en diversas especies de organismos acudticos, debido a la facilidad de analisis,
reproducibilidad y bajo costo se le considera como una alternativa para la determinacion de
digestibilidad (Li et al., 2008). Este marcador ha sido utilizado en estudios de digestibilidad en
organismos acuaticos, tales como la trucha arcoiris (Atkinson et al., 1984) el tiburon limén
(Wetherbee et al., 1993), el atun aleta azul (Aguado et al., 2004); el abulon azul (Haliotis fulgens)
(Montafio 2002); el tambor rojo (Sciaenops ocelattus) y en robalo hibrido (Morone chrysops x M.
saxatilis) (Li. et al., 2008). Sin embargo el uso de CIA como marcador puede presentar
inconvenientes asociados al tipo de fuente del marcador, diferencia con relacion al alimento en el
paso por el tracto digetivo, efecto de la presencia de material indigerible (Li et al., 2008) y como
marcador externo el grado de uniformidad con el alimento a través del proceso digestivo (Waterbee

y Gruber, 1993).

El uso de 6xido de titanio (TiO;) ha sido reportado como marcador externo en estudios de
digestibilidad en ratas (Lloyd et al., 1955; Roselund y Njaa, 1982), bovinos (Titgemeyer et al. 2001;
Myers et al., 2004), en aves (Yutse et al., 1991; Short et al. 1995; Kluth y Rodehutscord, 2006; Van
Krimpen et al., 2010), cerdos (Jagger et al., 1992; Yin et al., 2001; Kim et al., 2005); en borregos
(Myers et al., 2006; Glindemann et al., 2009), en peces de agua dulce como tilapia Oreochromis
niloticus (Richter et al., 2003) y trucha arcoiris Onchorincus mykiss (Weatherup y MacCracken,
1998; Vanderberg y De la Noue, 2001). En peces marinos el uso de 6xido de titanio como marcador
de digestibilidad solo ha sido reportado en bacalao (Lied et al., 1982). Dentro de las desventajas del
uso de oxido de titanio para determinar coeficientes de digestibilidad se reportan la dificultad para
una distribucion homogénea en la dieta por su tendencia a agregarse en el proceso de elaboracion
del alimento (Weatherup y MacCracken, 1998), el efecto del marcador en el retraso del proceso

digestivo de la evacuacion estomacal (Richter et al., 2003)
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Otros marcadores digestivos externos empleados en estudios con trucha arcoiris,
comprenden el uso de *”P en la forma de fosfomolibdato de amonio (Hirao, 1960; Yamada, 1962),
particulas de polietileno (Tacon y Rodrigues, 1984). También se ha evaluado el uso de 6xidos
trivalentes como La,03, Y203y YbyOs en salmon del Atlantico (Austreng, 2002), 6xido de bario

(Riche et al. 1995) y 5-a-colestano (Sigurgisladottir, 1990).

La colecta de heces es importante para poder determinar el valor real del marcador con
respecto al total de heces producidas, por lo que el método de colecta resulta ser importante. Es asi
que se reportan diferentes tipos de colecta de las heces en peces; el sifoneado (Buddington, 1980),
la 0 decantacion en columna (Cho et al., 1985, Cho & slinger 1979), a través de un filtro rotatorio
mecanizado a la salida (Choubert et al., 1982), extraccion directa de la camara metabolica (Smith,
1971) colecta directa del organismo, usando presion abdominal (Li et al., 2008., Percival et al.,
2001), succion anal (Windell et al. 1978) o diseccion (Austreng, 1978). Vandenverg y de la Noue
(2001) reportan un CDA mayor para proteina y materia seca con el método de obtencion de heces
mediante decantacion en columna, con relacion a los procedimientos de colecta por filtracion o de
presion abdominal de los cuales se tienen CDA mas bajos, con excepcion del CDA para lipidos

donde se reportan valores mas altos en la colecta por filtracion que en el método de columna.

Otra fuente de variacion de los CDA esté asociada al tiempo de colecta de las heces, ya que
se asocia a la lixiviacion de los constituyentes de las muestras. La comparacion entre tiempos de
colecta ha sido estudiado en especies como el bagre (Ictalururs punctatus) consistiendo entre 1y 12
horas (Kitajima, 2010), en la perca plateada (Bidyanus bidyanus) con colectas a la 3, 6,9, 12, 15
horas postpandrial (Allan et al.,1999).) y en trucha arcoiris Salmo gairdneri con colectas entre 1y
16 horas postpandrial ( Windell et al., 1978). Sin embargo, la pérdida de nutrientes a través de la
lixiviacion es minima cuando las heces permanecen quietas antes de ser colectadas y son menores

mientras mas rapido se colecten después de ser producidas (Vanderberg y De la Noiie, 2001).
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En este estudio se utilizo Totoaba Macdonaldi (Teleostei: Sciaenidae) (Gilbert 1890) como
organismo de estudio. La totoaba es un pez endémico del Golfo de California y una de las especies
mas grandes de la familia Scianidae, llegando a medir hasta dos metros de longitud y a pesar mas de
100 kg. La distribucion orginal de la totoaba se estima desde la desembocadura del rio Colorado
hasta Bahia Concepcion en la costa oeste del Golfo, y hasta la boca del rio Fuerte en el este; sin
embargo, actualmente se le considera restringida a la zona del Alto Golfo de California (Valenzuela-
Quinonez et al., 2001) la cual se encuentra enlistada en peligro de extincion en la normatividad
mexicana (Norma Oficial Mexicana NOM-ECOL- 059-91). En afios recientes se ha logrado
reproducirla en cautiverio y se han liberado juveniles en su medio natural con fines de repoblacion;
asi mismo se ha desarrollado la biotecnologia para su cultivo en cautiverio (True, 2011). Sin
embargo aun se requieren mas estudios nutricionales de la especie para impulsar y optimizar su

cultivo.

Aun cuando en especies de peces como la trucha arcoiris se cuenta con un conocimiento
amplio sobre coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) de nutrientes de alimentos y materias
primas, tanto de origen animal como vegetal (Nose, 1960; Smith. 1971; Cho et al., 1982; Jobling,
1983; Dimes y Haard, 1994; Bureau et al., 1998; Weatherup y McCracken, 1998; Vandenberg y De
La Noue, 2001; Dernekbasi, 2012), en totoaba a la fecha no se cuenta con trabajos o estudios

reportados sobre la digestibilidad de alimentos o ingredientes.

El proposito del presente trabajo fué evaluar el uso de los marcadores inorganicos externos
Cr0s, Si0,, y TiO;, para estimar los coeficientes de digestibilidad aparente en dos tiempos de
colecta de heces con juveniles de Totoaba macdonaldi como organismo de estudio. El estudio se
enfoco a generar informacidn sobre el uso de dichos marcadores en una especie con potencial de

cultivo en la cual se requiere generar un mayor conocimiento de la digestibilidad de nutriente
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar coeficientes de digestibilidad aparente de nutrientes en juveniles de Totoaba

macdonaldi obtenidos mediante el uso de tres marcadores externos.

Objetivos particulares.

e Evaluar el uso de los marcadores externos TiO,, Cr,O3 y SiO, para estimar digestibilidad de

nutrientes en juveniles de Totoaba Macdonaldi.

e Evaluar el efecto del tiempo de colecta de las heces, a 1 hora y 18 horas en los coeficientes

de digestibilidad aparente de nutrientes.
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MATERIAL Y METODOS
El ensayo de alimentacion con juveniles de Totoaba macdonaldi se realizd en las
instalaciones de la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura (UBP) de la Facultad de Ciencias

Marinas (FCM) de la UABC, con organismos proporcionados por la UBP.

Las determinaciones analiticas de composicion de muestras y contenido de marcadores se
desarrollaron en el Laboratorio de Nutricion de la FCM y en el Laboratorio de Nutricion y

Fisiologia Digestiva del Instituto de Investigaciones Oceanologicas de la UABC.

e Elaboracion de las dietas experimentales.

Se elaboraron 3 dietas experimentales con la misma formulacion (Tabla I) en donde a cada
una se le adicion6 un marcador diferente al 1% de la dieta (OT: 6xido de titanio; OC: 6xido de
cromo; OS: oxido de silicio). Previo a la elaboracion de las dietas los ingredientes se tamizaron a un
tamafio de particula de 230 micras. El almidon y la gelatina se hidrataron por separado antes de
agregarlos a la mezcla de ingredientes. La harinas de pescado y de krill, vitaminas, minerales,
celuosa y marcador se homogeneizaron en una mezcladora comercial (Kitchen Aid) y
posteriormente se adiciond la mezcla de almidon y gelatina. El alimento se peletizé a un tamafno de
4 mm y se seco en estufa de conveccion a 60 £ 2° C por 12 horas. Los pelets secos se almacenaron
en bolsas de plastico herméticas a -20 °C hasta su uso. Las caracteristicas de composicion de las
dietas fueron similares: proteina cruda 54%, lipidos totales 9.7%, carbohidratos 26.3%, energia

bruta 21.1 kJ/g, relacion PC/EB 25.7 mg/kJ (Tabla II).
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Tabla I. Contenido de ingredientes (g/ 100 g) de dietas formuladas con marcadores (OC: 6xido de
cromo; OS: 6xido de silicio y OT: 6xido de titanio ) para ensayos de digestibilidad con juveniles de

Totoaba macdonaldi.

DIETA
ocC oS oT
Harina de pescado® 65.2 65.2 65.2

INGREDIENTE

Harina de Krill ® 10.0 10.0 10.0
Celulosa € 44 44 @ 44
Almidén de maiz®  10.0 10.0 10.0
Gelatina © 50 50 5.0
Minerales | 20 20 20
Vitaminas & 30 3.0 3.0
Cloruro de colina” 0.5 0.5 0.5
Acido ascérbico 0.4 0.4 0.4
Oxido de cromo 1.0 0.0 0.0
Oxido de silicio © 00 10 00
Oxido de titanio ' 00 00 1.0

“Harina de pescado, Skretting, Canada.

® Harina de krill entero, Skretting, Canada.

¢ oc-Celulosa, sigma-Aldrich, EUA.

4 Iris, EUA.

¢ Nabisco, EUA.

f g/kg de mezcla de minerales: KH,PO4 (250); K1 (0.2); Ca(H,PO4),(200);
MgSO4 H,0 (100); CuSO4 5H,0 (1); CoCl,H,0 (0.04); AI(OH); (0.1),
MnSOy (3); Fe; (SO4); (6); ZnSOy4 (5); NasSe; (0.05).

€ Mezcla de vitaminas, Skretting, Canada.

FCloruro de colina 99%, MP Biomedicals, EUA.

' Stay-C, Rovimix.

7 Cr,03 99% Spectrum Chemical, EUA.

¥Si,0 Acid washed, Riedel-deHaén, Alemania.

'TiO, 99%, Sigma-Aldrich, Canada.
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Figura 1. Dietas experimentales elaboradas con los marcadores externos SiO» Cr,O; y TiO,, para

alimentacion de juveniles de Totoaba macdonaldi, con un tamafio de pellet de 0.98 cm + 0.35.

e Sistema de cultivo

Se utilizaron organismos juveniles de 2 meses de edad, con un peso y longitud promedio de
4.0 g+ 0.02 y 98.93 mm =+ 6.40, los cuales a esa edad presentan un tracto digestivo maduro (Mata-
Sotres, 2010; Galaviz, 2011). Se distribuyeron al azar en 9 estanques conicos de 500 L con 500
peces por unidad experimental, con un desagiie conectado a un sistema sedimentador de heces
(Figura 2) y de recirculacion de agua. El sistema de recirculacion contd con filtros tipo Kuno de 5-
20 um, con un filtro de luz UV y biofiltro para remover la materia organica. Asi mismo, el sistema
de cultivo estuvo dotado de un fraccionador de espuma para la depuracion del agua, una bomba, un
enfriador para regular la temperatura y un tanque reservorio. El flujo promedio de agua del sistema
fue de 7.14 L/min, a una temperatura promedio de 20.7 £ 0.5 °C y un suministro de oxigeno de 6

mg/L.
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e Acondicionamiento de los organismos

Los organismos se sometieron a un periodo de adaptacion de 10 dias a las dietas de prueba y
a las condiciones del sistema de cultivo. Durante este periodo se realiz6 la limpieza diaria de heces
y alimento no consumido mediante sifoneo directo. Una vez transcurridos los 10 dias se efectu6 una
biometria general y se distribuyo equitativamente la biomasa de los peces por unidad experimental,

con un peso promedio de 1996 g/unidad.

e Colecta y conservacion de muestras de heces.

Los marcadores de digestibilidad (TiO,, Cr,O3; y SiO,) se evaluaron por triplicado. Los
tratamientos experimentales se distribuyeron aleatoriamente en las 9 unidades experimentales. Los
organismos fueron alimentados a saciedad una vez al dia durante 15 dias, la colecta de las heces se
efectué mediante una columna de sedimentacion que separa las heces del efluente del agua (sistema
Guelph), (Cho et al., 1985; Cho & slinger 1979) a la primera hora y a las 18 horas postprandial
(figura 2). Las heces se obtuvieron por drenado del sistema sobre un tamiz cilindrico de 200 pm de
tamafio de malla (figura 3), seguido de un lavado para eliminar exceso de sales, para enseguida ser
depositadas en bolsas de plastico con cierre (figura 4) y conservadas en congelacion a -20 °C.
Posteriormente las muestras se secaron por liofilizado y se almacenaron en recipientes de plastico

herméticos hasta su analisis.
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Figura 2. Sistema de colecta

Figura 3. Filtrado de heces

Figura 4. Separacion por tratamiento.
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¢ Analisis de composicion quimica proximal de alimentos formulados y heces.

La determinacion de humedad se efectud por secado en estufa de conveccion a 100-110 °C
por 3-4 horas (AOAC, 1995). El andlisis del contenido de proteina cruda (N x 6.25) se realizo
mediante el método microkjeldahl descrito por la AOAC (1995). Los lipidos totales se determinaron
por extraccion con cloroformo-metanol (2:1 v/v) segun el método de Folch et al. (1957). Las
cenizas se obtuvieron mediante calcinacion durante 8-12 hrs. a 500° C (AOAC, 1995). El contenido

de carbohidratos se estimo por diferencia al 100% (Jobling, 2001).

e Determinacion de contenidos de marcadores en los alimentos formulados y heces.

Se realizaron los andlisis del contenido de 6xido de silicio (SiO;) de acuerdo al método
reportado para cenizas insolubles en acido (CIA) por Olvera-Novoa (1993) y el procedimiento
publicado por el Instituto de Salud Publica de Chile (2009), con modificaciones. En lo general la
metodologia consistid en pesar 1 g de muestra liofilizada en una cépsula de porcelana previamente
calcinada y a peso constante. En mufla a 200 °C precalcinar la muestra por 1 hora evitando que se
inflame la muestra, posteriormente calcinar a 550 °C hasta la obtencion de cenizas libres de
carbono. Enfriar la capsula con las cenizas y pesar su contenido. Transferir el residuo a un vaso de
precipitado con 25 mL de acido clorhidrico 3N, calentar a ebullicion durante 5 minutos. Filtrar el
digerido cuantitativamente a través del filtro de microfibra de vidrio libre de cenizas y enjuagar el
vaso y el filtro con agua caliente. Colocar el filtro en una charola de aluminio o en un crisol e
incinerar de nuevo a 550 °C, enfriar el filtro con las cenizas insolubles en 4cido y posteriormente
pesar. Se considero el contenido del SiO; presente en la muestra como equivalente al de CIA, dicho

contenido se determind mediante la siguiente formula:
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% oOxido de silicio = peso de CIA (g) x 100

peso de muestra (g)

El método utilizado para determinar la concentracion de o6xido de cromo (Cr,O;) fue de
acuerdo al reportado por Furukawa y Tsukahara (1966) y Olvera-Novoa et al. (1993). El
procedimiento consistio en pesar 50 mg de muestra de heces o alimento previamente molido,
colocarlo en un matraz microkjeldahl y adicionar 5 mL de HNOj; concentrado, digerir el contenido
a ebullicion suave durante 30 minutos, hasta que desaparezcan los vapores amarillentos, al finalizar
la solucion presenta un color verde claro y no debera desprender vapores ocres. Enfriar y agregar 3
mL de acido perclorico (60-70%). Calentar nuevamente la muestra en el digestor y ebullir hasta que
la solucién vire de verde a amarillo limén. Enfriar el contenido, una vez frio se debera formar un
anillo rojizo en el borde del liquido, en caso de no formarse o si el liquido se torna verde
nuevamente, volver a digerir hasta que el cambio sea permanente. Transferir el digerido a un matraz
volumétrico de 25 mL, enjuagar el matraz de digestion varias veces con agua destilada y aforar.
Ajustar el espectrofotometro a 350 nm con un blanco de reactivos y leer la absorbencia de las
muestras. La cantidad de 6xido de cromo (mg) presente en la muestra se calculd con la siguiente

formula:

Contenido de 6xido de cromo (mg) = A — (a/m)

A = absorbencia; m y a son constantes obtenidas a partir de la regresion lineal de la curva de

calibracién (y = 0.6176x + 0.065, R* = 0.99).

El % de 6xido de cromo en la muestra se determiné con la siguiente expresion:

% oOxido de cromo = 100(X/M)
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Donde:
X = peso del 6xido de cromo.

M = peso de la muestra.

El método utilizado para determinar la concentracion de didxido de titanio (TiO,) fue de
acuerdo al reportado por Lyons (2009). El procedimeinto consistio en pesar 0.01 g de TiO, y
transferirlo cuantitativamente a un vaso de 250 mL y afiadir 20 mL de la solucion de digestion
(0.555g (NH4)>SO4/mL H,SO4 concentrado). Calentar en parrilla microKjeldahl hasta la ausencia de
vapores blancos de SO3, continuar el calentamiento hasta que en la solucion se observen residuos de
materia silicea. Enfriar y afiadir 50 mL de agua destilada. Transferir la soluciéon a un matraz
volumétrico de 100 mL y afadir 15 mL de una solucion de H,O, al 3%, diluir con agua destilada al
volumen del matraz y mezclar. El color del complejo TiO,-H»O, se genera inmediatamente. Medir
en espectrofotdmetro a una longitud de onda de 420 nm. La lectura debe obtenerse en el lapso de
una hora desde que se genera el color. La cantidad de didxido de titanio (mg) presente en la muestra

se calculo con la siguiente formula:

Contenido de dioxido de titanio (mg) = (A — (a/m))

A = absorbencia; a y m son constantes obtenidas de la regresion lineal de la curva de calibracion
(y=11.794x + 0.0542, R* = 0.972)
El % de dioxido de titanio en la muestra se determin6 con la siguiente expresion:
% dioxido de titanio = (100(X/M)
Donde:
X = peso del didxido de titanio.

M = peso de la muestra.
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Determinacion de coeficientes de digestibilidad aparente del alimento y de nutrientes.

El célculo del coeficiente de digestibilidad aparente (CDA) del alimento con cada marcador

se realiz6 mediante el uso de la siguiente ecuacion (Fernandez et al., 1999):

% CDA alimento = 100 -100 (% marcador en el alimento/% marcador en heces)

El calculo de coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) de nutrientes del alimento con

cada marcador se determind mediante el uso de la siguiente ecuacion (Fernandez et al., 1999):

% CDA = 100 -100 x [(% MA/% MH)/(% NH/% NA)]

Donde: MA = marcador en el alimento; MH = marcador en las heces; NH = nutriente en las heces;

NA = nutriente en el alimento.

e Analisis estadistico.

El disefio experimental fue aleatorio simple con 2 factores (marcador y tiempo). Se
realizaron comparaciones entre las medias de los diferentes tratamientos en donde el factor a medir
es el tipo de marcador interno y como segundo factor es el tiempo. Los resultados se analizaron a
través del andlisis de varianza (ANOVA) paramétrico de 2 vias, para determinar el efecto de las
variables independientes o interaccion entre ellas sobre la magnitud de las variables (Sokal y Rohlf,

1995), se utiliz6 el programa de estadistica Sigmastat® con un nivel de significancia de P < 0.05.
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MUESTRAS DE ALIMENTOS Y HECES

l

Separacion de muestras por tratamiento:
1) Tratamiento de alimentacion: Siy Cr.
2) Heces por tratamiento: Colecta 1 hr, colecta 18 hrs.

|

Preparacién de muestras:
1) Alimentos: Molido, envasado y conservacion a baja temp.

2) Heces: Secado (liofilizacién), homogenizacion, envasado,
conservacion a baja temperatura.

l

Analisis quimico y calculo de energia

' v

1
Colecta Colecta
1hr 18 hrs
A\ 4
v \ 4
Proximal: Humedad, Marcador: Ti, Siy Cr.
proteina, lipidos,
cenizas, carbohidratos. < _—
Energia bruta v v

Proximal: Proteina, lipidos,
carbohidratos.

EVALUACION DE COEFICIENTES DE DIGESTIBILIDAD DEL ALIMENTO Y

NUTRIENTES POR MEDIO DE DOS MARCADORES

Figura 5.- Diagrama sinoptico de la metodologia
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RESULTADOS.

Los resultados de la composicion de las dietas se muestran en la Tabla II, en donde se
observan valores similares entre las dietas que para proteina van de 53.3 a 55.2; para lipidos totales
de 9.1 a 10.3; cenizas de 9.5 a 9.7. energia bruta de 21.1 a 21.4 kj g ', con una relacién PC:EB de

25.2 a 25.9 mg de proteina por kJ. Los marcadores se encontraron entre 0.85 a 1.18 %.

Tabla I1. Analisis quimico (en base seca) de dietas experimentales con marcadores (OC: 6xido de
cromo; OS: 6xido de silicio; OT; dioxido de titanio) para ensayos de digestibilidad con juveniles de

totoaba (Totoaba macdonaldi).

Composicion (g/100 g) Dietas
oC (ON) oT

Proteina cruda 55.21 53.28 54.67
Lipidos totales 10.33 9.72 9.13
Cenizas 9.67 9.60 9.50
Carbohidratos 24.79 27.39 26.69
Energia bruta (kJ g”) 21.39 21.10 21.10
Relaciéon PC:EB (mg k™) 25.81 25.20 25.89
Marcador 0.98 1.18%* 0.85

* Determinado como cenizas insolubles en acido.

Se analizo el contenido proximal de las heces a diferentes horas de colecta, los resultados se
muestran en la Tabla III. El contenido de proteinas, lipidos, marcador y energia bruta para 6xido de
cromo no presento diferencias significativas entre 1 y 18 hrs, en cambio, las cenizas y carbohidratos
con oxido de cromo presentaron diferencias significativas entre colectas, en donde el valor del
contenido de cenizas disminuye a 18 hrs y el valor de carbohidratos aumenta a las 18 hrs. En la
dieta experimental con oxido de silicio, el contenido de cenizas, carbohidratos y energia bruta no
presentaron diferencia significativa entre ambas horas de colecta, el contenido de proteina y

marcador disminuy6 en la colecta de 18 hrs, y el contenido lipidos aument6 en la colecta de 18 hrs.
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La composicion quimica de las heces con didxido de titanio muestra que el contenido de cenizas,
carbohidratos y energia bruta no presentaron diferencias significativas entre colectas, en cambio el
contenido protéico en las heces tuvo un efecto significativo en la colecta de 18 hrs, disminuyendo
su contenido, los lipidos y el marcador tambien tuvo un efecto significativo en la colecta de 18 hrs,

aumentando considerablemente.

Tabla I11. Composicion quimica (g/100 g, base seca) en heces de juveniles de totoaba
(Totoaba macdonaldi) alimentados con dietas experimentales conteniendo tres tipos de marcadores
(OC: 6xido de cromo; OS: 6xido de silicio; OT: didxido de titanio) de colectadas ala 1 *y 18 *hora

postpandrial. Media = error estandar, n=3.

Dieta
Constituyente oC (0N oT
1*h 18%h 1%h 18%h 1°h 18%h

Proteina cruda 18.67+0.39  13.97+0.97 1821+1.04 14.10£0.28 1691 +0.57 13.86+0.36
Lipidos totales  11.51+0.74  11.37+0.49 10.09 £0.57 13.43+0.33 1021 £0.44 12.70£0.14
Cenizas 22.94+0.60 19.55+0.28 23.82+0.42 22.13+0.27 24.18 £0.35  22.47 +0.40
Carbohidratos  46.88+0.25  55.30+0.76 47.88+1.67 50.35+0.31 48.70+0.60  50.97 +0.44
Marcador 3.48+0.04  3.43+0.05 570+0.27  5.10+0.13 229+0.06 2.47+0.02
Energia bruta  17.02+024 17.25+0.15 1662021 17.29+0.05 1640+0.19 17.05+0.05

(kj/g)

Se compararon los coeficientes de digestibilidad aparente (CDA) de proteinas, lipidos,
carbohidratos, cenizas, solidos totales y energia bruta para la alimentacion de los peces con las
dietas de oxido de cromo, 6xido de silicio y dioxido de titanio con dos colectas de heces a 17 y 18"
hora postpandrial (Tabla IV). De los resultados obtenidos el tiempo presenta un efecto significativo
(p=<0.001) en los resultados de CDA para proteinas, lipidos y carbohidratos. El marcador también
mostrd un efecto significativo (p = <0.001) para proteinas, lipidos, carbohidratos, cenizas, sélidos

totales y energia bruta. No se presentd una interaccion estadisticamente significativa entre los
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factores tiempo y marcador con relacion a los datos, excepto para los valores de carbohidratos en

donde si se determind significancia entre factores (p = <0.001).

Los CDA de proteinas con 6xido de cromo fue mayor en la colecta de 18 hrs. Los solidos
totales, los lipidos, los carbohidratos y la energia bruta con 6xido de cromo presentaron valores
menores significativamente en la colecta de 18 hrs, el unico valor que no muestrd diferencia
signifactiva en la colecta de 18 hrs fue el CDA de cenizas. Para el marcador 6xido de silicio los
CDA de solidos totales, cenizas, carbohidratos, y energia bruta son similares entre colectas sin
diferencias significativas, el CDA para lipidos en la colecta a 18 hrs mostré valores
significativamente menores que a la la hora, y el CDA para proteinas presentd valores

significativamente mayores en la colecta de 18 hrs.

El alimento con el marcador didxido de titanio muestra que los CDA de carbohidratos y
energia bruta no presentaron diferencias significativas entre colectas, los CDA de solidos totales
proteinas y cenizas aumentaron significativamente en la colecta de 18 horas, en tanto el CDA de

lipidos disminuy06 significativamente en dicha colecta..
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Tabla 1V. Coeficientes de digestibilidad aparente (%) de constituyentes de dietas

experimentales estimados con tres marcadores (OC: 6xido de cromo; OS: 6xido de silicio; OT:

dioxido de titanio) en ensayo de alimentacion con juveniles de totoaba (Totoaba macdonaldi) a

latl? y 18 * hora postpandrial. Media + error estandar, n=3. =04 yalores en la misma fila con

distinto superindices son significativamente diferentes (p<0.05)

Dietas
Constituyente oC (O oT
1*h 18%h 1*h 18%h 1*h 18%h

Solidos totales  77.89+0.65* 74.82+030° 78.67+1.26% 7724+092% 6323+044° 65.57+0.67"°
Proteina cruda  92.52+0.22* 93.71£0.07° 9271 +£043* 9398+024° 88.63+022° 9127+0.17¢
Lipidos totales 7537 +0.73* 7230+0.33° 77.88+1.31° 68.58+127% 5891+£0.80° 4938+099°
Cenizas 47544155 49.08+0.60° 47.44+3.12° 4756+2.12° 640+1.82° 19.81+1.56°
Carbohidratos  58.18 + 124" 43.81+£0.66° 62.73+221°% 5818+1.69% 3292+130° 3425+1.28°
Energia 82414052 79.68+024° 83344099 81.64+0.74" 7145+0.78° 72.19+0.54°¢
bruta(kj/g)

En la Tabla V se muestra, la racion de alimento y la distribucion de la biomasa entre

estanques al inicio del bioensayo y al término del mismo.

Tabla V.- Evaluacion de la biomasa inicial y final.

EVALUACION DE BIOMASA INICIALY FINAL

Cr03 SiO;
u.2 u.11 u.12 u.6 u.9 u.10
Biomasa inicial* (g) 1999.62  2000.92 1999.74 1961.78 1997.41 2002.02
Alimento/dia 39.99 40.02 39.99 39.24 39.95 40.04
Biomasa Final** (g) 3423.00 3370.58 3372.39 2905.03 3324.45 3123.99

*09-julio-2010
**27-julio-2010
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Tabla VI.- Analisis de varianza de dos vias entre tiempo y marcador, con un nivel de confianza

de 95.

Tiempo Marcador Tiempo y marcador
Sélidos totales P=0.162 P=<0.001 P=0.020
Proteinas P=<0.001 P=<0.001 P=0.013
Lipidos P=<0.001 P=<0.001 P=0.015
Cenizas P =10.008 P=<0.001 P=0.011
Carbohidratos P=<0.001 P=<0.001 P=<0.001
Energia bruta P=0.028 P=<0.001 P=0.045
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DISCUSION

En los tres tratamientos los peces aceptaron las dietas formuladas, ya que al drenar las
heces no se observo alimento sin consumir. En esta tesis se utilizd un sistema para la remocion de
heces que consitiéo en un sedimentador que se encuentra en la salida de drenaje del estanque, sin
tener contacto directo con el flujo de agua nos asegura que el lavado sea minimo. Este tipo de
sistemas han sido utilizados desde hace mucho tiempo con resultados positivos (Bureau et al., 1999;
Cho et al. 1985; Fontainhas-Fernandes., et al., 1999). Sin embargo, se observaron diferencias
significativas en la digestibilidad aparente entre las tomas de 1 y 18 hrs. Esto significa que aun
siendo este sedimentador el adecuado, las muestras de heces deberan ser colectadas con cierta
periodicidad para evitar su lavado (Kitagima, 2010). Por otro lado la relacion organismos y cantidad

de heces fue adecuada, ya que se logro recoger suficiente para llevar a cabo los analisis.

Para poder establecer cual de los marcadores es el correcto seria necesario conocer los
valores de digestibilidad reales de las dietas aqui utilizadas, dato que no se cuenta con el. Sin
embargo, en este trabajo se utilizd6 una dieta de refrencia formulada con ingredientes de alta
digestibilidad. Es asi que se formuld con una harina de pescado LT (baja temperatura por sus siglas
en ingles) provenientes de Canada por la Cia Skretting que constituyo el 65 % en las dietas. Por otro
lado se utilizaron otros productos de alta digestibilidad como la harina de krill de la Cia. Skretting
de Canada. Es asi que en este trabajo se postuld que el marcador que nos diera la digestibilidad mas
alta seria el que acercara a la realidad. Bajo este argumento, podriamos decir que tanto el Cr,O3

como el SiO; resultaron ser buenos marcadores para materia seca y proteinas.
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Los resultados aqui reportados, muestran valores de Coeficientes de Digestibilidad
Aparente (CDA) utilizando distintos marcadores externos. En donde los valores de CDA en las
heces son similares con SiO,y Cr,Os en la colecta de 1 hora, tanto para materia seca como proteina
mientras que, para lipidos los valores resultaron significativamente diferentes entre dichos
marcadores, esto sugiere que los lipidos por su naturaleza hidrofobica y su reducida solubilidad con
los otros nutrientes de la dieta, es mas facil su desprendimiento de la misma y por lo tanto presenta
valores diferentes entre marcadores. Sin embargo los lipidos totales resultaron tener una mayor
digestibilidad con el OS, lo cual podria ser una ventaja en su medicion Los valores para cenizas
muestran CDA similares entre SiO, y Cr,Os3 en ambas colectas, en cambio para TiO, muestran los
valores mas bajos para cenizas y demas constituyentes de las heces, esto podria ser atribuible al
efecto de interferencia del 6xido de titanio en el proceso de evacuacion del contenido del estdémago

como ha sido reportado en tilapia (Richter et al., 2003).

La comparacion entre marcadores fue mayor en SiO, y Cr,O; ya que presentaron valores
mas similares, teniendo en cuenta que los CDA de las heces con TiO, muestran los valores mas
bajos de los tres marcadores, sin ninguna similitud entre los otros dos marcadores, similar a lo
reportado por Vanderberg y de la Noue (2001), en donde los marcadores SiO;, y Cr,Oj3 tienen valores
similares entre ellos para proteina y energia bruta, sin ninguna similitud con TiO, que tiene valores
mayores con la técnica de colecta por columna. Esto quiere decir que la determinacion de CDA con
Si0; y Cr,0O5 fue realizada correctamente ya que su comparacion con otros estudios en peces es
similar, como Waterup & Macracken (1998) que reportan valores de CDA de TiO, menores que
CrO;. No obstante para descartar con seguridad el uso de TiO, como marcador en estudios de
digestibilidad para Totoaba macdonaldi, se requieren futuros estudios implementando métodos de

analisis alternativos.
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Los factores que pueden ocasionar la sobreestimacion en el indice de CDA es la lixiviacion
de los nutrientes (Cho, 1985) y el paso anémalo del marcador por el intestino (Ramsden et al.,
2009). La digestibilidad aparente también puede ser afectada por el método de colecta utilizado, ya
que la lixiviacion y absorcion incompleta es un problema en los estudios de digestibilidad, debido a
la perdida de constituyentes de las heces que se encuentran en contacto con el agua por largos
periodos de tiempo. El método de colecta utilizado en este estudio es mediante una columna de
sedimentacion que separa las heces del efluente del agua (sistema Guelph) (Cho et al., 1985; Cho &
slinger 1979), que junto con el sistema recolector rotatorio son los mas recomendados para la
colecta de heces (Gropp, 1994), ya que las heces estan el menor tiempo posible en contacto con el
agua, lo cual nos da como resultado en este estudio valores de CDA de solidos totales, cenizas y
energia bruta que no presentan diferencia significativa entre tratamientos con relacion al tiempo de
colecta de heces, similar a lo reportado para solidos totales y energia bruta por Allan et al (1999) y
Kitagima (2010). También el CDA para la proteina resulto tener valores similares a lo reportado por
Kitagima (2010), mostrando diferencias significativas entre colectas, al igual que lipidos y
carbohidratos. Los indices del CDA de proteinas, lipidos y carbohidratos presentaron diferencias
significativas al transcurrir el tiempo de colecta, similar a lo reportado en proteina con el bagre de
canal Ictalurus punctatus (Kitagima, 2010) y en proteinas y lipidos en trucha arcoiris Salmo
gairdneri (Windell et al., 1978), debido al lavado por lixiviacion de nutrientes de las heces en
contacto prolongado con el agua. La relacion entre el tiempo de colecta y el marcador solo presenta
diferencia significativa en carbohidratos, los cuales se calcularon por diferencia al 100%, lo cual es
un factor a considerar en la variacion de los resultados, ya que se acumulan las variaciones de los
constituyentes de la sumatoria para la resta, lo contrario a todos los demas macronutrientes, ya que

se analizan independientemente implementando diferentes técnicas de laboratorio.
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El uso de Cr,O; ha sido estudiado en peces sugiriendo diversas razones por la cual no debe
ser utilizado el 6xido de cromo en estudios de digestibilidad, ya que se ha reportado que modifica la
utilizacion de sales minerales en dorada Sparus aurata (Fernandez et al., 1999) y se conoce que
tiene efectos biologicos y metabodlicos en trucha artica ( Ringo, 1993), en el bagre de canal ( Ng &
Wilson, 1997) y en tilapia (Shiau & Liang, 1995; Shiau & Shy, 1998). Sin embargo para eliminar el
uso de oxido de cromo en Totoaba macdonaldi es necesario realizar estudios relacionados con su

efecto biologico, metabolico y de utilizacion con nutrientes especificos.

Existen varias razones que se encuentran en debate sobre si el uso de SiO, como marcador
digestivo en peces es confiable, ya que se encuentran estudios en tiburén limon Negaprion
brevirostis, que reportan su paso en el tracto gastrointestinal mas lento que la digesta (Wetherbee
and Gruber, 1993). Los incrementos en la concentracion de CIA pueden enfatizar estos cambios en
una proporcion que no solamente este puede ser el factor de confusion, sino que otros materiales no
digeribles como la quitina o fibra pueden agregar volumen a la digesta, resultando en un paso
diferente de los compuestos solubles e insolubles, este fendmeno se presenta en el tambor rojo, en la
lobina hibrida rayada y otros peces carnivoros. (Li et al., 2008). En cambio otros estudios reportan
el uso de CIA como un marcador inerte ideal para digestibilidad y eficiencia de absorcion en
numerosos peces como en la trucha arcoiris (Atkinson, 1984), tilapia Oreochromis aureus
(Goddard & Mclean, 2001) y el bagre de canal Ictalurus punctatus (Shahat, 1993), también se
reportan estudios en el humano (Rowan et al., 1991) y en pollos (Cheng & Coon, 1990). El uso de
SiO; se sugiere como el mas adecuado para estudios de digestibilidad en Totoaba macdonaldi, a
pesar del debate existente sobre su uso, presenta los valores mas confiables de los tres marcadores,
ya que con Cr,Oj3 se observan similitudes en diversos estudios donde reportan diversas razones por
la cual no debe ser utilizado el 6xido de cromo en estudios de digestibilidad, y a comparacion de

TiO, que muestra los valores mas bajos y sin ninguna similitud con otros estudios en peces.
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Bajo las condiciones experimentales del presente estudio el uso de didxido de titanio como
marcador no presento resultados que lo mostraran como un compuesto util para la determinacion de
coeficientes de digestibilidad en totoaba, uno de los factores que posiblemente influy6 en la baja
sensibilidad del marcador, es la dificultad para una distribucion homogénea en su mezcla con la
dieta, lo cual ha sido reportado en estudios con trucha arcoiris (Weatherup y McCracken, 1998;
Vanderberg y De la Noue, 2001). Otro factor que posiblemente afecto la digestibilidad, es el transito
anomalo dentro del tracto digestivo, lo cual podria ocasionar una absorcion deficiente de los
nutrientes, similar a lo reportado en trucha por Ramsden et al. (2009). Cuando se habla de un
transito anomalo se refiere a que el alimento atravieza el tracto intestinal en menor tiempo, lo cual

da lugar a una digestion incompleta y menor tiempo para que los nutrientes sean absorbidos.

Los resultados de los estudios de digestibilidad pueden variar de acuerdo a diferencias en el
ambiente de cultivo, perfil nutricional o la composicion de las dietas experimentales (Li et al.,
2008). Por ejemplo, en algunos casos donde los estudios de digestibilidad son en agua salada,
cuando las heces estan secas las sales contenidas en el agua que contenia la humedad del alimento
y heces pueden ocasionar la subestimacion de digestibilidad. Es decir que la cantidad que se
absorbe en el alimento comparada con la humedad que pueden contener las heces son diferentes,
donde al secarse las heces incluyen el contenido de las sales y sobreestime el peso de las heces con
respecto a la sal contenida en el alimento ( Hajen et al, 1993), dicho factor es descartado ya que se
lavaron con agua dulce para eliminar el exceso de sales, lo cual se asume que la contaminacion en

las heces por sales seria insignificante.
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CONCLUSIONES

Los resultados del estudio sugieren que el uso de SiO, ofrece diversas ventajas sobre Cr,0;3
y TiO,, al ser de bajo costo y de facil medicidén con equipo bésico de laboratorio, es un marcador

adecuado en estudios de digestibilidad en Totoaba macdonaldi.

No existen diferencias significativas en la composicion de los marcadores en la heces a una
colecta de 1 hr y 18 hrs, lo cual nos dice que ambos marcadores son estables en las heces hasta por

18 horas.

Los CDA en la heces para nutrientes muestran que las proteinas, lipidos y carbohidratos son
mas propicios a una lixiviacion de nutrientes, ya que presentan una diferencia significativa (p = <
0.001) conforme al tiempo de colecta, los CDA para solidos totales (p = 0.162), cenizas(p = 0.008),
y energia bruta (p = 0.028), no tienen efecto significativo en la colecta a 18 hrs, por lo tanto, se
recomienda una colecta de las heces a 1 hr postpandrial para evitar lixiviacion proteica , lipidica y

de carbohidratos.

El uso de marcadores digestivos en T. macdonaldi, promueve el futuro uso de los mismos

con nutrientes especificos, propiciando avances en estudios de nutricion en T. macdonaldi ya que

Son escasos en esta CSpGCiC.
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