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RESUMEN

4 presente frabaje fug reatizado ¢on el fin de revisar 1a metodologia para elaborar marcadores ndigestibles
i F2unan fas caracteristicas especificas para ser empleados en fa evatuacion de cinética de liguidos y de
wal dins, imponanies en los estudios de nutncidn arimal particularmenle en pruebas basicas de evaluacion de
Yunertns y dietas para umianies

Cn esle hipo de evaluaciones se usan compuestos de referencia (marcadores} los cuales son dosificados en
nnates ntazios o fistulados oon canulas permanentes Para que postenormente 5€a determinada su
e iracien en iquido rurninal ducdenal o en heces

~onaderando gue [as tasas de flaje son medidas como fa velooidad a la cual una sustancia en particular es
raint azada at pasar de un segmento del racto gastrointestinal al siguente © en as heces, €3 clara la utiidad
¢ 15.ar sustancias de referencia para svaluar las fracciones sdhidas o liqudas Con base en lo antenor, el
tixetvo porcpal de este esludia tue revisar la metodologia de elaboracion de dos mar¢adores para medir el
fui ¢ g8 Lgut dos (EDTA-Co) ¥ de sdldos {Cr-mordantada) Asimismo, se evaluo la cinética de las hlacciones de
Lo s ¢ s0lnos de un BoViRD {Bds taurus) consumiendo un nivel aito de cerdaza (20 %)

1 gaeLral la confeccién de amogs marcadnres se realtzo como 1o descnbe Udén, et al, (1980) Para efaborar

[l

-t ra,ador de Solidos se usd rastrgje de maiz, el cual bene un conlendo elevado de paredes celuiares o
§t-a delemger te neutro (FDNY y como fuente de cromo (Cr) se uso dicromalo de sodio (NawCr0; 2 HXO), va
mim 23 Negesano que durante et mordantado de la fibra se alcancen concentraciones de Cr de 12% al 14 % de
14 FDM = rastiopo fue tavado con un dalergente y agua caliente con el objelo de punficar la fibra eliminando
o et as, altndones y olros compuestos sclubles y secado a8 100 °C /16 h Se determino 2 cantidad de Cr en
18 [ bra oof ecpedirofolometda de sbsorcion atémica

Para el mrarcador de hqudos e uthizaron aado etilendiaminotelracetico {EDTA} y acelato de cobalto (Co

(CH-COCH 4 H-0y y se detenno la concentracion de Co gor medio de especirofolometria de  absorcion

aloredd




1 05 rasalados oblen dos mostraron 11 85 6 (118 & mg/mi) de Cr enla fibra mordantada v 0 36 % (3 600/1t)
de Co e s stlucion EDTA-Co Gon estos valores se calould la canmidad que deberia infusionarse en los
zmimalns de prueba

Lo marcalofes se dosificaron una sola vez a traves de la canula ruminal El marcador de fase séhda fue
rruesiieado en [as heces en fos siguientes Yempos posdosificacion 5,8, 10 12 18, 22, 28,36, 45,60y 72 h
El marcador de solutos se muestreo en el liquido urmingl en los siguentes hempos “después de:‘
posdosficacion 2 4,6 10,16,y 24 1 En ambos casos $e tomo una mugstra blanco anledosificacion (00 h)
La determnacion de las concentraciones de ambos metales, en fiquido quminal y en haces se hizo de gual
manera que 2n 10s Mmarcadores ;Dara ta descnpoion de la cinéhica de sofidos se uso el modelo de Grovum y
Wilizms (1973)

£ Lo de soldos en el rumen (k1) fue de 0094 % / h, en tarta en el ciego ¥ colon proximal (K2) fa {asa
leanchnana de paso eshmada ru:e ded 196 % ¢ h El termpe de transto (TT) fue 6 74 h De acuerdo con el
consume (2 5 3 PV) K1 fue estimadd en 0 0681 %/ h Los parametros de flujo ruminai de fa fraccion hquida
furion estmados de acuerdo con Galyan (1984) La lasa de diucion (TD) fue de 7030 % / h El volumen

jumiial (VR de 53 761 | Bl temipde recambio (TR) fue de 14 223 h en tanto la tasa de flujo de hiquidos (TFL}

tgnemadaen 370N



1.0 ANTRODUGCION

Es evidente que 'a ganaderia bovina en Mé&wco es una actividad econémica de gran mportancia, ya utihza
ezcursos forrajeros representados por agostaderos naturales y praderas inducidas en mas del 50 % del
terrtono nacionatl y esla presente en todas las entidades federativas Asimismo, la produccidon de came de
bovino para abastecer el mercade intemo es [a actvidad pecuana con mayor iImportancia nactonat por el valor
de la producciin y Ja generacién de emplen rural, ademés, la exportacion de becermos ha side una fuente
mmpartante generadora de divisds pars el pais (Rivera et al, 1997)

Oe acverde con informacion de la FAO (1897), durante la presente década la producodn de came en el
mundo cread a un mmo anual promedio de 3.3 % Sin embargo, estadisticas de la Secretaria de Agncuitura,
Ganaderia y Desarroflo Rural (SAGAR, 1997 muestian que la produccidn de came de bovino registré una
contraccion del 583 % en el periodo de 1995 a 1996 Asf, durante la década de los afios noventa ef
mventano nacional de ganade bevino se ha venido reduciendo con una tasa media anual del 148 % Sin
embargo, a nivel mundial, se ha constatade que mientras la produccion de came de boving en los paises
desarrollados permanece gstable en aquellos en vias de desarrollo hay una tendencia ai crecimiento  Ante el
panorama mundial y nacional de la produccdn de bovinos para el abasto de came se requiere que esta
acivitad productiva experdmente cambios profundos para sequir siendo un negocio rentable y competvo,
capaz de aprovechar las oportupidades que  ofrece ef mercado extemo e mitemno v, asi poder enfrentar las
armehazas wnplicitas en el entormo de una economia abierta y a la compelencia mtemacionat

Es imnegable, que ja produ_cczon‘de came de res esla esirechamente hgado a la disposicion y uso racional de
tos recursos forrajeros granos (sorgo, maiz), subproducios de la mdustria azucarera (melaza), subproductos
de ongen ammal (hanna de came y pescado), subproductos agricotas {pata de sorgo, rasirojo de maiz) y
desperdicios pecuanos (poiinazs y cerdaza), sin descartar el uso de premezclas suplementanas {minerales
vitammas, y otros adirvos), También, 23 def dominwg pblico que el progreso de ésta industna depende de ta

generacidsn de avances tecnologieos y de ia aplicacion de conceptos novedosos y clentificos de la nulncidn en

umsarles




El pasaje de solwdos y fa asa de dilucién son conceptos que pueden ser de wutilidad valiosa en la comprension
del ambiente ruminal que en coro plaze ayudan a la manipulacidn de éste en beneficio de una mayor
productivndad No obstante, tradicionalmente en Méxco los alimentos ulilizados en los sistemas de produccion
de tame han skfo estudiados por medio de tecricas diversas como la composicién quimica, digestibahidad (n
viv, IN VilTo e in srtu) v cbneentractdn energéiica Asi, como &) comportamiento amimal {ganancia de
peso.consumo de alimento, conversion alimenticia y rendimiento de 2 canal).

La mvestgacion sobre la almentacion inlensiva de ganado podiia ser onentado hacia al estudio de la cinética
de soldos y liquidos por medip det uso de marcadores de referencia, ya que sin lugar a dudas las dietas
elaboradas con base en granos, subproductos de la mdustna azutarera, subproductos agricoras y desperdicios
pecuangs tenen un impacto sebre el pasaje de sélidos y también un efecto ventajoso sobre Ja tasa de dilucidn

y por tanto favorecen la eficienc:a de produccion mictobnana
£l presente estudio se reahizd con Ia finaldad de corroborar @ implementar técnicas mas eficaces en la
elaboracion de marcadores indigestibles de fase sdlida {fibra mordantada) y fase liquida {Co-EDTA) aplicados
en 1 nuncdn anmal
farz tal efedto se estudié fa Gnética de estos marcadores en bovinos fistulados con canulas ruminales y

duadenales permanentes aimentados con dietas affas en cerdaza



2.0 - REVISION BIBLIOGRAFICA

2 1 - Consderaciones generales

L& dyeshion en el tracdo gaslroirtestinal de 103 rumiantes es el resultado de un admere de procesoes dmamices
(Elhs etal 1882} E!fluje dgestive en dichos animales esta ampllamente influenciado por sus caracteristicas
anatémicas, al parecer, el surco reticular es la estructura que contnbuye méas al pracese de fermentacion
rummal debido a que permde el pase de los nulnentes mas digestibles al tracto bajo (Czerkawsks, 1985) El
mecanismo nommal que hace progresar el pasa de 12 tgesia a lo largo del fracto digestive de los maruferos
o5 el penstalismo

En los rumeantes ei transporte de la digesta a través del tracto digestivo es realizado por movimientos muy
diferentes af penstattismo fipu:o. debido a que i0s pifares y paredes del reticulo-rumen presentan un regular y
cas constante movimiento {Balch, 1970)

La dizestidn en los rumiantes es caracienzada por

a - Una exlensiva hidrolisis de (g8 alimentes a cargo de los microorganismos

b - La hudrolsis enzimatica posgastnca

Algunos mucrobios se adheren cemadamente a las particulas indigestibles y tienen una tasa de flujo
delermnada por las particutas def matenal al cual se han unrdo Otros microbros flotan ibremente y tienen una
ta3a de flyio ampilamente determinada por la fase liquida Algunas se adhieren transitonamente y tienen una
1asa de flyo wmtermedia entre particulas y fase iguida Finalmente algunas se adhieren a la pared rumiral para
que st lasa de flyjo invanablemente sea muy baja en las particuias En cambio, fa digestion posgastnca es
caractenzada por lz digestidn hidrditica de los producios del metabolismo protoplasma microtal y productos

de fermentation, asi comg emslades solutles de la dieta que escapan al rumen, al metabolismo y la

absoraon {Elhs etal 1082}




El tésmmo tasa de flujo denota fa tasa aia coal una sustancia en parbicular es reemplazada debido al pasaje
de un slt0 a otra subsecuente én el racta gastrointestinal o en fas heces La lasa de fluyo es analoga a la tasa
de recambio No obstante, 1a fermmnologia en jos estudios con marcadores ha sido confusa, ya que en los
estudins de miceobiologia ruminal se utihza el lenmino "Tasa de dilucién” para los fluidos en un medio con
cambios en la fermentaciin, encambio tos nuincionistas y fisidlogos, cuando discuten |2 sahda de materiales
(fuos y pequelias particuias) del rumen, a esa fraccién que escapa le denominan "Tasa de pasaje” o “Tasa

de recambio” (Owens y Hanson, 1992}
2 2 - Imporancra de la cinética rumingl en el crecimiento bactenano

La eficencia del crecimieno bactenano estd directamente relagionada con ta tasa de dilucién de Yas bactenas
y/o del contendo ruminal, pero debrdo ha que 1as bactenas estan parcialmente asocradas con los sdhdos y con
1a pared rurminal, 1a tasa de c;{ec;'mlento puede ser 0 No necesanamente paralela a la tasa de recambio de los
tiquados {Owens e Isaccson, 1977, Owens y Bergen, 1983)

Elircremento en la tasa de dilutién propicia un aumento en |a 1asa de crecimento bactenano (Harrison, et al,
1978 Stemn y Hoover, 1979) ¥ por consecuencia el crecimignto bactenano asciende a valores mas altos
{Bergen, 1979, Haspell, 1978, Evans, 1981) Esto se debe en gran pade a que la proporaién de energia
consumida para mastenimiento en relacién a aquelia destiada al crecmiento disminuye (Hobson y Wallace,
1982) Aunado a este fendmene la utfizacidn de nitrogeno no proteico se incrementa (Bull, et al, 1979), a
pioteina dietética sobrepalsa el rumen en mayor proporcion, 5e reduce el almacenamiento bacterano
mracelutar de almxlon, potencigmente se reduce el iempo para 12 digeslidn de la fibra, decrece el nimeroe de
protozoanos, al musmo tisspo se puede presentar un cambio macromolecular de las células microbianas y
existe la posibhdad de pfesenlafse cambios en {os produclos finales de la fermentacion (Bergen y Yokoyama
11977y La existencia de una relacion positva entre |z tasa de dilucion y [a eficiencia puede ser posible a uno o
mas de 105 sguientes factares a-‘\utohsm reducida de las baclenas, raduccion 2n el consumo de bactenas por

prolozoafios cambio en fa poblacion micrebiana, debido ya sea a cambios en ia disporibiidad del substrato o

en “lavado” de omansmos que erecen lenfaments (Butlery, 1981)
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2 3 - Marcadores indigestibles o sustanceas de referencia

En general, los marcadoles son compuestos de referencla usados para monitorear aspectos quimicos
thudrdlisis y sintesis) ¥ fisicos {flyo) de la digestion (Owens y Hanson, 1992}

Los marcadores ndigestibles o de referencra se emplean en el ganado para evaluar el consumo y
d.gestibilidad (Galyean, 1984) Tfimbrén para estimar & cinélica del racto digestive de los rumiantes {Owens y
Hanson 1862} asicomg para délermmar el sitio y la extensidn de ia digestidn de los aimentos Asf mismo,
astos son uliles en fa cuantficacidn de la sintesis de proteina microbiana ruminal {Stem y Hoover, 1978,
Brodenck y fAerchen, 1992}

Tres ehferent=s tpos de marcadores de fluo son necesanios para conesponder a Jas tres fases de interds en el
fumen

a-Fluo de paiculas Fiujo de entidades mdigestibles intcialmente presentes en las porciones de particulas
de ladieta las cuales tienden a ser insolubles en fa digesla

B - Fiuo de solutos Flujo de solutos demvados de fa dieta y metabolismo microbiat

- Fhjo mocrobial fAujo de rmicroorganismos en su fespectiva fase, distnbuidos o asocrados (Ellis et al
1982}

La extension de! polencial de hdrohsis de las entidades digestivas (Waldo, et al, 1972) en un ahmento
dependende

1 - La tasa de digeshon

2 - El pasaje enlre los stwos de hic]réhms

La tasa de hidrélisis vana en fas ;ilreren[es entidades de un aimenlo No obstante, la tasa de pasae de esas
enbdades hende a ser simifar puesie que los residuos de la porcitn indigestitle son un componente de los
reskiuos mdigestibles de un alimento Las particulas residuales indigestibles comprenden una parte de fa
dygesta pero pueden lener una tas:a de flyo diferente del ahmento onginal Por io tanto los marcadores de flujo
para las entdades indigestibles pueden quedar asociadas con particufas denvadas de un alimento especifico

=on el cual el marcador onginalmante fue asowado

i3



La asociacion o umon wdeal pusde existir a lo largo del tracto gastroinfestinal sin embargo, una umidn puede
ser gmpleada en los segmentas gastromtestinales de interés {Elis et al, 1982) La especificacién de un
almento probado con et cual el marcador fue ongiralmente asoctado es imporiante la masticacién durante la
ingestion influye en fa distdbucidn del tamafio de particula que enfra en ¢l rumen y consecuenternente la tasa
de pasaje Al considerar el aimento in todo, &l marcador puede ser disinbuido uniformemente en cada parte
del almenta especificc que aftanza una concenfracidn singular del marcador en todos los tamafios de
paticula (Elis et al. 1982) Vanos investigadores han descrto las caraclerishicas que deberfa tener un
farcador, algunas de {as cuales son las siguentes

1 - Debe ser inere, sin efectos Bxicos o fisioldgicos para el amimal o su microbiota

2 - No debe ser absorbido o mefabolzado por el lubo digestivo

3 . Debe ser fisicamente smifar o estar asociade con el matenal a marcar

4 . No debe ser influenctado porla seceecion gastroinestinal,  digeslian, absorcién o molilidad

5 - Debe tener propiedades fisicoquimucas las ceales permitan andlisis cuanitalivos precisos y que no
interfieran con olros anahsk (Kolb y Luckey, 1972, Hydén, 1970, Fachnay, 1975}

Desafortunadamente aingon marcador cumple satisfactoriamente con todos los cnlenos anlenormente
enhsfados (Ferrero  1990) No obstante, es posible seleccionar un marcador apropiade con base en
condicones espeaficas expeamentales que garanticen efectvidad en las mediciones {Galyean, 1884}, ya que
s requenmientos de un marcador de fluo varian dependiendo de las caracteristicas de los procesos
digestrvos que se van a evaiuar (Elis et al., 1982) Mentras algunos investigadores han clasificado los
marcgdores de acuerdo ¢on sus propiedades funcionales {insolubles en agua, solubles en agua, no
absorhibles, 1s6lopos metabdhcos y marcadores unidos a particulas) (Kotb y Luckey, 1972, Elis et al. 1982,
niros jos han clasificado de acusrdo a caracterishicas de eficiencia {(faciidad de preparacion, flujo digestivo,
tinetica rurminal, digestion migracion de particulas y microbios biosintesis  absorcidn y exacitud de andhsis)

{Owens y Hanson 1992) estas clasificaciones han sido desarrolfladas a través de la venficacién de los

resutlados de prueba
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2 4. Antecedentes de mvesligacdn con marcadores

Segun Hyden {1§70), en 1887 el investigador aleman Wildt publico los resultades de su estudio acerca de fa
dgestion en ias diferentes partes del tracto gastrointestinal de la oveja , usando silica con el alimento como
sustancia de referencia, intento seguir la marcha de fa digeshon con respecto & la fibra bruta, extracto libre de
Nitrogeno, proleina brula, sustancias organicas, materia seca, agua y vanos de 105 constrluyentes de las
cemzas (Na, K, Ca, Mg, Fe, S y Cl) Estuthé también los efectos netos de la absorcion y secrecidn en fas
dferentes partes del tracto digestivo y calould ef liempo de retencidn de la digesta en estas secciones En una
publ cacion postenor {Wildt, 1879, ciado por Hydén, 1970) da mas datos de sus expenmentos con esta
tecnica

Aurque algunas de fas conclusiones obtenidas por Wiidt pueden considerarse anticuadas, la mayor parle de
sus observacones son todavia de gran intéres y merecedoras de todo respeto, espec:almente en lo que
respacia a los conceptos basicos en que se fundan sus expenmentos A pesar de que la sifica, es
prebatiemente de un valor muy restnagrdo como marcador , Wildt fue el pnmero que nvestigd un metaboldo
mediante su relacidn con usa sustancia que podria ser determmada cuanldalivamente De esta forrna pudo
calcular 1os cambios gue lenian fugar en ef tracto digestve {(Hydén, 1970)

Et investigador sueco Edin (1918, 1926), ciado por Hydén, 1970} emplec el sexquidxide de cromo come
sustancia de referencia en un método cuantdatvo muy perfeccionado para la determmacidn de la
dostibilad En su “métode del nchicador” Incorporaba el marcador en unas tras de papel preparadas de un

mpds especial 0 en "macarrones” (Edin, et al, 1944, atados por Hydén, 1970), para asegurar una mezcla con

alimento y para evitar una excreciin desigual
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2 4 1 - Marcadores de fase liquida

Parece ser, que fue Gray {1947). atado por Balch, 1970) ¢l pnmero que usd un marcador para seguir los
camtxos en el volumen del IEqu:::o del rumen Estudiando Ia absorcion de los acidos grasos volaliles en un
mumen vaciado y lavade pudo detesminar las velocidades relativas de absorcion de los dcidos, comparando
s camieos de concentracién en relacidn a una canlidad constante de pectinz affadida con la salucton
problema No obstante, en condiciones fistoldgicas, la degradacidn de la pectina por fos microorganismos
hace a esta sustancia no ublizable

El poltelienghcol (PEG) fue intreducido por Sperber, et al (1953) corno un marcador fiquido, mas tarde
tambeen fue ernpleado por Hydén (1955) para valorar el recambio de la fase liquida del rumen Este grupo de
nveshgadores argumentaron envsu momenlo, que debido a [as caractesisticas quimicas del PEG (compuesto
de cadena lamga muy palimenzado, con peso molecular medio de 4000, solido y soluble en agua) no se
absotbe en & aparato dgestvoe ’y se disinbuye satsfactonamente en los fldos de la digesta. No obstante,
Crerkawsks v Breckenbngde, (1969) demostraron que PEG (4000 PA) tende a unise con el matenal solido
de algunss dielas Ademds, este se puede preciptar cuando se surministran dietas ficas en taninos (Kay,
1989 Algunos imveshgadores contluyeron gque algo de PEG puede ser absortdo puesic que wlo
recuperaron el 95 % cuando estudiaron la recuperacion del marcador en fa digesta y heces de conejos ¥
borregos {Pickard y Stevens. 1972, Downes y McDonald, 1964}

En fa decada de los sesenta el Cr-EDTA fue propueste como un marcador fiquido por Downes y McDeonald
(1564 sin embargo més larde G;aodal y Kay {1873) demosiraron que este ocupa una gran parte de ios fluidos
wminales aun mas que el FEG Tambien se conoce que fa absorcion del CFEDTA es semejante a la del
PEG (Downes y McDonald, 196}1) Dobson, et al (1976) encontraron que ta absorcion def  Cr-EDTA fue
afectada poria presion osmotica del rumen y por consecuencia fue sobreestimado (10%, aproximadamente)

el flus de entrada y salida del agua en et rumen
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S {a absarcion mvolucsa sl cambio del amion del on monovalente Cr-EDTA en el rumen, el error puede ser
disrinidd & través de la dilucidn con Cr-EDTA en frio Udén, et al. (1980) encontraron comparable el Co-
EDTA con et Cr-EDTA, ya que fa excrecton unnana fue de 2% y 3% respectvamenle en ia mayoria de los
ammales excepto en conejos en Ios que se enconird (30% del marcador en onna) La recuperacién in vive
def Co-ECTA fue ce 007 a 8 g de Co como Co-EDTA 3H,C fo que equivale al 90 % def tofal, despugs de 82

hosas de habar sido admimigtrado

24 2 - Marcadores de fase séida.

Akgunos marcadores solidos | sales de Bismute, 8aS0y, ¥y Crly pueden ser excluidos como buenos
marcalores de pasaje puesio que sus propiedades fisicas tienen poca correspondencia con a fraccién solida
de 1a dgesta Esto también es veydad para algunos otros marcadores tales como

*Nueces de Brasd en pofvo

*Carbon de madera

‘Piezes de gomna

“Esleras de cnstal

“Hebras de aigodon

“Semifas

‘Bal nes

*Piezas de plisteo

las cugies han sido usadas en el pasado (Koth y Luckey, 1972) Por algan tiempo, la informacion producida de
es50s marcadores en refacion at pasaje no fue confiable debide a que Ja estimacion de tasas absolutas requiere

de varins modelos de estudio
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Segun Bullen et al (1953) & pasaje de bactenas fibres en el umen de bomegos fue extosamente
mordtoreado cuando usaron alumino con un trazador de Indio'™ dando una gravitacién similar para las
bacienas, No obstante, & las cohclusiones estos inveshigadores asumreron que esto es improbable ya que las
battenas pueden ser unikdas z fas particulas del matenal con un consecuente pasaje dismimuido {Udén et al,,
1980} Desde 1920, 5& han usago hinfes que "manchan” el alimento (Kolb y Lukckey, 1972) Las mediciones
cuanhlicadas con tintes nohan ko tan exitosas, exceplo en el caso de violeta de antragquinona No obstaate,
mas tarde estos tmies fueron reportados como sustanuas aprecirablemente absorbidas en el tracto
gastrointestinal (Kotb y Luckey, 4?972}‘ Segiin Balch {1950) la tecnica de tincidén y conteo de pariculas en las
heces es cuesticnable ya que, ef calcuio del iempo de retencion medio depende del tamadio de maila del
tarmiz usade para favar [as heges después def conteo (Elis y Huston, 1867) La desmiegracion de las
particulas a fravés de la digestién y el proceso de rurmia incrementan las porciones finas, [as cuales no pueden
ser recuperadas y contadas (ENIS y Huston, 1967)

La absorcon de concentraciones bajas principalmente las tierras raras, por las particutas de akmento, ha sido
{a razon que estas sean usadas como marcadores (Marcus y Lengeman, 1962, Luckey, et al, 1975) La
absorcion ocurre @ una concemdratién aproximadamente wgual a la solubilidad molar comespondients al
tdroxido (16 -10 ) (Huston y Elis, 1968) y es posible debido al cambio catioico  El comportamiento
radicotordal ocurre a concenlraciones bajas armba del imile de solubilidad {(Elis, 1968)

Et complejo Ce''-Pr ™° wene preferencia por las particulas pequefias en culivos rummales, indicando
absorgion de microorganisimos y una migrasidn de fracciones pequefisimas, asi como particulas que fueron
dgeridas (Huston y Elhs, 1988)

Los atomes de melales son facdmente wlentificados y cuantificados como compuestos organicos Sin
embame la preparacion de oompgelos metdlicos con fibra de plantas puede ser ventajoso, ya que proporciona
uRra umon que puede resistir a las condiciones def tracto digestivo (Udén et al., 1980) Los elementos gue
pueden tener propledades adec:aadas mcluyen los tnvalentes y tetravalentes los cuales forman fueres

figaciaras con tos componentas de fas paredes celviares
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Sin embarge, fa mayona de eslos elementos en cuestion tienen hidroxidos los cuales son insolubles a pH
rurninal y no pueden ser Séc-!rr!ente descubrertos s1 ¢l elemento es movide come complejo del abmento o
separadg como hidiéxdo insoluble Los atomos det metal mordantado puede ser recuperado en fa matnz de
ia fitwa a ia cual fue hgado Dos elemenios de nterés son ef cr' ¥ Ge" los cuales forman comgplejos con
ngredientes alimenlicios (Matz, Van Soest, Vogt y Hildebrand, 1674, Criado por Udén et al., 1980). Cuando el
Cr Ce y Au-mordante en fas paredes celutares de plantas fue incubado por 48 horas i vitro y tamtén
Iratadas con delergenle neutro [Goenng y Van Soest, 1970, cilado por Udén et al,, 1980)), fa recuperacidn
para Cr fye 10-67%.para Au $8-55% y para Cr 66-103% La recuperacion més baja de Cr fue asociada con un
coaficiente de digestibiidad in vitro de {as paredes cefulares y una baja concentracidn de Cren fa fibra

Udén et al. (1980) descnbieron Ia sintesis y los métodos para el andlisis de dos marcadores de fase sGlida Cr
y Ca-mordante &n las paredes de 1as células de pfantas Para estos marcadores se probo la estabididad del
complejo paredes celulares Cr ¥ Ce con EDTA, acido clorhidnco y microorganismos ruminales Las paredes
celutsres fueron fransformadas ‘en indigestibles por el mordantado £n el caso del Cr, ¢l marcador fue
recuperade en un 98 % en fa fibra después de una 5ecuencia de smulaciones de digestdn in vitro

En cambio e} Ce-mordanie en paredes celulares fue digendo in vitre al 35 % usando un culiive rummal El
ralarrenic con EDTA removid lodo ef Ce y 15 % de Cr El acido clorhidnco 01 M tuvo un efecto
nssgaificante en la retencion del Cr en las paredes celulares, sth embargo al 0 1 M removiG 10% def marcador
en promedic La recuperacion int vivo de Cr-mordante fue de 06 a 5 g lo que equivale al 90 % de la fibra
adrmimstrada 10 dias antes.

La sene de expenmentos reahzados por Uden et al (1980) demostraron que tanto Cr-Mordante como Co-
EDTA son faclibles de ser ysados en forma simultanea cuando se plantea evaluar la ginética de particulas y

de hquidos (Hart y Polan, 1984)

19



2 5. Dowificacion y Determinacin de Cr (marcador y heces) y Co  (marcador y hquide rummal)

Todss 108 marcadores tienen la posibiidad de utihzar dos lipos de dosificacidn y muestreo, el marcador puede
ser suministrade en una sola dosis (pulse-dosing) ¢ tambén puede ser dosificado constantemente por un
pericdo de vanos dias, pam alcanzar un estado estable (steady state), subsecuentermnente el muestres de la
trgesta es obtenido en sdios especificos a tiermpos sucesvos  Aftemativamente los animales pueden ser
sacnficados para poder rewperaZr la concentracidn del marcador en vanas secciones del tracto gastraintestinal
(FGi) {Holleman et al.,1989) Ef sacnficio es rara vez usado y 50lo se utifiza cuando se quiere venficar ¢on
precision el marcados {@rskov et al ,1888) La dosificacidn Omica lipicamente es usada para estimar volumen
gestiva y el tempo de refencion en sitios especificos del TGl La dosdficacion continua es pnmeramente una
medicon nstantanea de & flug en un punto especifico del TG, por gjemplo fluo abomasal o duodenai y
produccidn fecal Aunque, la dosficacion gel marcador es baja cuando se opta por dosificar una sola vez la
precision es grande La dosificacién del marcador se puede reahzar ubihzando ammales intactos o fistulados en
¢iferentes percicnes del tracto di;esln.ro

Exislen diferentes procedymientos para ia determinacion de la concentracion del elemento marcador en
muestras de contemdo ruminal.‘duodenai o heces (Ferreiro, 1950, Galyean, 1984) En general las técnicas
para detentunar los marcadores de fase sohda (Cr 6 Yb) consisten de tres etapas En la pnmera, se toma la
muestra de referenca lbre dei marcadar {tempo 00 de muestrec) y olras ruestras de heces tomadas
directamente del TGI en iémpos sucesvos La segunda, es la preparacién de fa muestra para delerminar fa
concentracon del elements de referencia La tercera etapa, consiste en determinar propramente @i marcador

por medip de espectrofolometdia de absorcién atémica
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El Co se puede dosificar en capsulas gelatmizadas por via oral en ammales mtactos o drectamente a través
de I3 histula ruminal & en forma\ﬁqutda Antes de inficronar ef marcador se requere como en la fase sélda
tormar yna muestra blance hibre del elemento de referencia {hempo 00 de muestreo) y postenormente wiciar
mueslreos a tiempos sucesives, directamente del rumen Las muestras ruminales deben de somelerse a

ftracion y centnfugacin (2 500 PPM/ 10 minutos) con fa finalidad de elirmnar las particulas supendidas La

delenminacién del marcadar se efectua, por medio de especirofolomelnra de absorcion atomica.

2 6 - Andlisis matemalico e snterpretacidn

La mayona de fos modelos de qnélica consideran al rumen como una entidad homogénea y no como un
oconpetta de entdades que weraduan comg fluidas Whres, Audos embebidas por padiculas, patticules densas-
pequeilas particulas densas-graides, particulas pequefias flotanles y pariculas [argas fiotantes Grovumn y
vhlliams {1973}, sugmneron cuando aralizaron las curvas de excrecon fecal de Cr en borregos que el
resernvono con ef tiempo de retencidn mas largo (k1) era ¢l rumen y que el olro reservono (K2) era ef ciego

mas colon proxamal (figura 1)

Consumoc Rumen j K1l ‘ T Ciego - ——-—»—i sz Heces

Colon P.
1

Fijura 1 Descripuion grafica del modelo matematica para fa interpretacion de 1a tasa de pasaje de particulas

soldas de Grovam v Willlams {1973)
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? 6 1 - Marcadores sdhdos.

t.a {asa de pasae se puede gnalizar a lravés de un sistema de los dos compardimentos con fiempos
independientes usando la técnica de "Curve Peeling" (Shipley y Clark, 1972, citado por Ferrreiro, 1880} o ef

modelo matematico de Grovum y Willams {1873)

Y=he 8T pe RO TT

Donde

¥ = Concentracion del marcador {in)

K1 = Pasaje a lraves del rumen

K2 = Pasaje a lravés del clego y\el coton proxamal

17 = Tiempo de transito

Ae = Ajuste de fa contentracion del marcador en 1a matena seca de las heces

Un gran nimera de cbsepvaciones permide la definicidn de una nueva curva de excrecidn de particulas
marcadas en una escala sermilogaritmica en un anahsis de dos compartimientos hempo mdependiente (figuras
fy 2y Utlizando la técnica de "Curve Peeling”, se asume Que la parte descendente de esta regresidn lineal
calcutada contra el tiempo, expiesa la tasa constante mas lenta (K) Esta regresidn debe extrapolarse en
direcqion dal eje de las Y's

Los valores obtedos en las extrapolaciones expresados en antilogantmos, deben ser restados a los
resultados oblendos en la gurva de excrecitn expresados lambién como antdogartmos Esla nueva sene de
valoses resduales sirven para calcular una regresion ineal residual conlra el tempo

La pandiente de esta sequnda regresion expresa la tasa constante mas rapida (K2) A la pnmera apancidn de
las pariculas marcadas y es T1, el cual comesponde al punto en donde las dos lineas de regresion se

mterceptan (Grovum y Willams 1973)
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£} tiempo de transito representa el minimo trempo neceésano para que una patticula pase a través del tubo

dgestivo hasta el punto de muestreo, sin entrar en Angan compariimiento £l tempo medio total de retencién

sg caleula como

IN TE 1A O'NC. TE PARTIQINAS TERIDAS

TT=Ina2- InAtfkl-k2

TIBS TE TRANSITO

REGRESJON -LINEAL SOBRE
LA PARTE DESCENTENTE [E
ﬁ LA QURVA OE EXCRECION.

o o
o 4
o
—
r.,
-
&
"
]

(us)

Fiqura 2 Cuiva de excrecion de parircuias marcadas de acuerdo al modelo de Grovum y Willliams (1873)
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2 6 2 - Marcadores liguidos

Para calcular la tasa de pasaje de 1a fractidn liquida se graficard el logammo natural de la concentracion del
marcador en el liqudo ruminal {Eje Y}, conlra ef iempo en horas (Eje X) Se realiza una regresion lineal con
estos dos juegos de datos (concentracidn del marcadeor y iempo) y se extrapola al tiernpo cere {figura 3) La
telamon de Ja mfusién (mld g} sobre la concentracién {gA) af tiempo cero, da una estimacion del volumen del

rumen (1} (Galyan , 1984, Ferreiro, 19580)

LN
(g/1)

— " v v v -
0 2 4 6 8 10
TIEMPO (Hs)

Figura 3 Regreston establecda entre &l tempo (x) y ¢f logaritmo natural de la concentracion de un marcador

de fase lquida
24



3.0.- OBJETIWVO

Elaboracién ¥ analisis de marcadores para el esludw de la anébca ruminal de padiculas, con fibra

mordantada con Cromo y d¢ fludos con Co-EOTA

23




4.0.- UBICACION DEL PROYECTO.

La preparacén de los mareadores se realizd en las instalaciones del Centro Nacional de Investigaciones
disciphnanas en Microbiologia, ubicado en el km 15 5 de |a carretera hibre México-Toluca La aplicacion de los
marcadores se realizo en (a5 insthtaciones del Centro Nacional de Investigaciones Disciphnarias en Fisiologia

y Mejoramtente Animat def INIFAP- SAGAR localizado en el km 1 de la carretera a Colén. Mumcipio de Coldn

esiado de Querétaro
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5.0- MATERIALES ¥ METODOS

51 -Preparacion de marcadares

51 1 - Preparacion det complejo Co-EDTA para el estudio de la cinélica de fluidos (Udén, et a1, 1878, 1880,

Galyar, 1984)

@ - 5e pesaron en una batanza granatana los siquientes reactivos

* 100 g de acetato de Cobatte  4H,O ( Co(CH,CQO4H,Q)

* 116 8 g de dcdo eldendiamuinatelracenco (EQTA)

*12 g de NaOH
b . Despues de pesar los reactvos se verberon éstos denlre de un vaso de precipitado con una capacidad de
41 Posteriormente se adicionaron 800 mide agua (H,O) y se precedid a disclver con la ayuda de un agitador
(NECIHCO ’
- - Se adiqonaren 100 mi d¢ unza solucidn al 30 % de perdwido de mdrogeno, el recipiente cont la solucidn
rermanecié durante toda la aoche atemperatura ambiente
1 - Al siquienle dia se agregaron 1200 ml de una soluc:dn de etanol al 95 % y se almacend baje refngeracién
hasta el sigiiente dia
» - Sa filrd {a solucion a través de un papel Whatman de fittracién rapida (N° 4) y posterormente se lavd con 4
Je una sctucion de efancl 2l 80%
_a condentiaciones de Co 58 delémmnd en un sspecirofoidmetro de absorcion atomica a una longiud de
357 9 nin con un ancho de ventana de ¢ 2 nm con flama de acetileno, comrector de intarferencia de fondo y

quipado con una lampara de calodo hueco de Co
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512 - Preparauidn de fibra de rastrojo de maiz mordantada con Gromo para ] esludio de la cinelica de

particulas en el rumen {Uden et al, 1380)

Para la elaboracion de este tipo de marcador, pnmero se hene que determinar ef contenido de la matena seca
{MS) v de fibra detergente neutrd (FON) para postenommente calcufar {a canhidad a inficionar a traves de la
fistulg ruminal, estos métodos sa realizan de acuerdo a lo propueste por { Van Sosst y Wine, 1867) Para
mordaniar |z fibra, es (X)nvé"ll&l‘llé usar una fuente de fibra con alio conlenido de paredes celulares (FON) En
esle caso se utlizo como fuente de fibra rastrojo de maiz (RM)

£5 importante elminar de fa fuente de fibra (tanto como sea posible) fos cornpuestos sofubles ya que estos
pueden reducr marcadamente el mordantado de la FDN con el Cr (Santiago, et al, 1990)

Pasos para la preparacion de {a fibra

a- Se pesd 1 Kqg de rastrojo de maiz (RM)

b - EI RM fue pricado en un moling de martillos equipado con una cnba de aproximadamente 3/8

G- Et RM fue depositado en un recipiente metdhico de 30 |, y se adicignaron alrededor de 16 | de agua a upa
temperalura promedio de 56 °C, & continuacidn, se colocaron porciones de 100 a 150g del RM sobre un tamiz
¢nalla N® 20), y se favaron con agua calente a 56 °C a presion durante de 40 seg/porcidnde fibra
aproxtmadamente

i - Se pesaron dos loles de muedyta de 60 g de un detergentedornéshco en una balanza granataria las que se
diuyeron con agua calente a 56 °C en el recipiente metdhco de 20 | adicionanda a contnuacion 1a paja
{lavada} para elimwmar los compu;zstos solubles agrtando en una mezcladora HOBART duranie los siguientes
tempos de agitacién por muestra. 10, 15, 20y 30 Min Posteriormente, se colocaron porciones de 100 a 150
g sobre of tamz malia N® 20, y se lavaron nuevamente con agua caliente a 56 °C a presidn hasta la
elimnaciin del detergente  Este grocedmiente se realizd dos veces més

e La fibfa mordantada y Iavada;se expnmid manualmente y se coloch en charolas meldlicas de 80 cm x 100
o dispuestas en un angulo de inclinacion de 40° durante 30 min. para facilitar el escurnmiento del agua Una
viz Que S8 escurmd se co[u;:o en una estufa de are forzado (BLUE MATIC-80) a una temperatura constante

de 100 CHE horas.
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f - Una vez que el matenal fue deshidralado se tomaron tres muestras con la finalidad de determmar FDN en
base seca Para tal efecio las muestras fueron tomadas al azar y se prepararon para su analsis en un
mucremoelino Wiley acondicionado con una cnba de 1 mm de didmetre La MS del RM fue determmada

usando el metodo gue propone (Tejada 1992)

5 2 - Mordanlado de & fibra.
521 - Caliculn de 63 reactivos para ¢ mordantado de fa fibra

a - Bl Cr empleado en el proceso de mordantado se calcula con base al dicromato de sedio {(Na,Cr.0; 2H.0)

Peso motecular 298
Peso det Cr en molecula 104
Proporcdn de Cr en fa molécuta (104 X 100/298) 35%

b - Contendo porcentuwal de fa fraétion fibrosa, dei Cry doxdo ascorbico (CeHaOs)

* Contendo de MS en el RM ~80 BS§
* Contendo de FON en MS {paja punficada y lavada) 90 8s
* Contendo de Cr en la fibra modante -—- 13 BS
* Contenkdo de dcido ascorbico en fibra — 50 BS

z - Cé'eulo del contenide de FDN/g de RM (BS)
(% FONJ (% M3}/ 1000 g={090) (099) x 1000 =891 ¢g

d Calculodel Dicromalo de sodio por 106 g de FDN
{%: Cr en FDN) (% de Cren la molécula del dicromato) x 100
01339 X 100=379

2 - Diromato de sodio x kg de RM {BS)
{Conlenide FON/KG, RM){Na:Crl- 2H,0 kq) x kg, RM
OB (03N x1kg=0329K%g

f- &uido ascorbico (C:H.Ox} por kg de RM (BS)
«{Contenido da FON/kg RM)(C;HO-) x kg, RM

Q88105 X 1 kg = 0 445kg
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52 2 - Mordantado de la fibra

a - Después de realizar ios célcilos de los reacivos empleados en el mordantado se hace necesane medir el
volumen de a fibsa con Ia finalidad de poder calcular fa cantidad de H,O destilada (4 | de H20 1 Kg de RM})
que se requiere para homear la fuente de fibra con el dicromate de sodio En este paso se recomienda contar
con suficente H;O destilada ya que para un kg de RM previamente lavado y desecado (99 % MS) se
requigren 64 1, considerando que la relacion volumen de agua  paja es de aproximadamente 16 { de agua por
kg de paja

b - Se dituyeron 329 g de dicromate de sodio para un kg paja (99 % MS) en 4 | de HO en un vaso de
peecipado la diucion se realizo _con agracidn manual por medio de una vanila de vidno, la solucion se tormo
de up coler de amanilo a narana

¢- A un recipiente de reaccidn gue contenia 60 | de H,0 destilada en ebullicion se agregd la solucién de
dicromato de sodio (4 1) v 12 fibra punficada se cubno con sutapa para parantizar una femperalura constante
El iempa de calentamuento fue d;e 9 horas y se necesttaron alrededor de 671 mas de H,0 destilada, 1a cual fue
athicronada a intervalos de 8.4 hora Para 1a adicion de esta, pnmero fue verida en la superficie de {a tapa
det reciprente, con objeto de que Se arrastrara el matenal que se habia adhendo a las paredes

d - Una vez concludo el mordant;ado se lavd la fibra, colocandose en porciones de 100 a 150 g sobre un tamiz
malia N° 20 para lavarse con a@ua a temperatura ambiente hasta la elirminacidn de residuos de dicromato y
I3 desapancion del cofor naranja

e.- 5e dituyeron 445 g de dcido ascirbico por kg paja (99 % MS) en 4 | de H;O en un vaso de precipitado
agilando con ura vanlia de v:éno Posteriommente, se verlto la solucion a un recipiente de plastico que
conlenia 16 [ de agua, y se adiaeno la paja punficada donde permanecio por dos horas

{- La fibra mordantada se expnmio manupalmente y fue colocada en charolas metalicas de 80 om x 100 om
dispusslas en un angulo de inclinaciin de 40 ° durante 30 min para facilar el escummiento del agua Paia

secarse finalmente en una estufa de are forzado {BLUE MATIC-60; a una temperatura constante de 100

€15 horas
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5 3 -Delermunaciones frealizadas
53 1 - Determinacion de |2 concenfracion de cromo

a- Una vez que la fibra mordartada con Cr fue deshdratada, se precedid a moler el iote compieto en un
micromolizo Wiley con una cnba de ! mm de didmetro Postenormente se lamizé en una maila del N° 20

b- Se tornaron tres muestras de la fibra mordantada con cromo para deferminar MS Para &l efecto las
muestras fueron fomadas at azar La MS del RM fue determinada usado e método gue propone Tejada
{(1992)

¢ -E} lote de fibra mordantada se homogeneizé ulihzando un molino de bolas (NORTCN) por 30 min Después
58 tomo una muestra representativa det lote utihzando el método de cuarteo, la que a su vez fue dvidida en
tres submuesiras

d - La dgeshan de la Sbra mordante se yeabzd de Ja sipuente manera, se pesaren 25 g de muesta y se
dgposdaron en un matraz Edermeyer de 200 rl seguido se fueron agregande 10 mi de acdo mas 20 mi de
aodo clorhidnee Se repaso durante 20 minutos ¥, en una plahina 12 mugsira mas el pool de acidos se calentd
a 70°C durante 30 minutos Posieﬁonnente se repose la alicuola durante yn mmuto,y en sequida se adicioné
10 m acdo clorhidnco y se calentd durante 50 minulos a 100 °C Se dejaron enfrar fas muestras
aproximadamente durante 50 minutos para ser postenormente filtradas utilizando papel Whalman N° 1 y
aforar a 200 ml ‘

-a5 concentraciones de Cr se determinaron en un espectrofotometro de absorcidn atémica a una fongitud de
357 8 nm gon un ancho de ventana de 0 2 nm, con flama de acelleno, corrector de interferencia de fondo y

rquipado con una lampara de catodo hueco de Cr
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' 6.0.- ANIMALES ¥ ALIMENTACION

uUn novilo de la raza Holstein y de apreximadamente 14 meses de edad con un peso vive de 273 kg v
equpade con canulz umital fira y duodenal ipo "T" Se alimento con una dietg elaborada con base en 20 %
cerdaza, 30 % de melaza, 20 % de grano de sorgo y 30 % de pata de somgo

Los andfisis quumicos {(MS, ceniza y PC,) de la dieta expenmental fueron reahzados de acuerdo a lo sugendo
por Tejada, 1982 La matena omgdnica fue deterrminada por incineracidn de la muestra en una mufla a 600 °C
por cualro horas La concentracién de energia metabolizable fue estimada def valor de la digestibiidad de la
matena orgamca en base seca La FON y FDA fue determiada de acuerde af métedo descnto por {ejada,
1992 el valor de Hemicelulosa se obtuvo de la diferencia entre FDA y FDN

A fa dieta expenmental se le deterrmind ia siguiente composicién guimica  80.87 % de MS, 11 35 % de PC,
1058 % de Cenizas, 802 % de MC, 1742 de FDA, 28.72 de FDN, 1129 de Hemicelufosa y una
concentracidn energéfica de 2 47 Mealf kg de MS

i.os wgredientes de Ia dieta experirmental fueron precesados y obtendos de la siguiente manera la cerdaza
provenia de la granja porcicola ubicada en e CENIFMA de fos amwrnales en la etapa de crecinmiento
consurniendo fa misma diela Las heces fueron somebdas a desecacidn solar antes de ser mohdas y
mezcladas con el reslo de los ingredientes de la dieta El 50rgo se ofrecid mohido, en tanto |4 pata de sorgo fue
picaga en un moling de martillos utdizando una cnba de 0 5 " para la mitad de [a paja y 5/8 " para el resto de fa
pala ge sorgo También se ofreckh melaza de cafia de azucar El sorgo, [a pata y Ia melaza provenian de un
musmo lole y La dieta se ofrecio como una dieta integral Los anwnales fueren alimentados durante el periodo
de adaplacion a fa diela (7 das) y muestreo {3 dias) se ajusto el consumo al 2 6 %% de su peso vivo en base

seca Fl agua estuve disponible lodo ef tempo La rutina de almentacion e oo a la misma hora (08 00)

duranle ambos periodos

32



7.0.- DETERMINACION DE LA TASA DE PASAJE ¥ FLUJO RUMINAL

Para la determinacion de fa fracoidn s6hda se uso la propuesta de Grovum y Wilhams (1973) Para tal efecto,
se lgmarton muestras de heces direclamente del reclo durante 3 dias Los trempos de muestren pos.
dosificacdn fueron los sigedentes. 6, 8, 10, 12, 16, 22, 28, 38, 48, 60 y 72 h Al mcio de! periodo expenmental
se tomd una muestra blanco (bempo 00} como referencia

La descnpcion de fa cnetica de solidos se cuantificd por el flujo de sohidos en of rumen (k1) y en el cleqo y
colon proxemal (K2) asi comao el lempo de transto (TT)

Para la determinacién de fiacaidn liguda se usaron los siguientes empos de muestreo pos-dosificacién 00,
G2 04 €6, 10, 16 y 24. h Alinuuo del perado expenmental se tomd una muesira bianco rempo 00) como
referencia

Los oardmelros de flujo runinal de Ja fraccidn liquida fueron estimados de acuerdo con Galyan (1984) en
termenes de tasa de dilucidn (TD), volumen ruminal (VR), tiempo de recambio (TR) y tasa de fiyjo de figtndos

{TFL)
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8.0.- RESULTADOS
Los anafsis del marcador EDTA-Co muestran que contenia 0 360% de Co/100 ml de ia solucidn y 1a fibra

momdantada 11 86 ¢/10Q dé Cromo Con estos valores se procedi6 a hacer los siguientes calculos

B 1 - Tasa de pasaje de silides
En el cuadro 1, se resumen los bempos de mueslreo, ef peso de las muestras digendas (BF y BS), ef
contendo de malena seca de las heces y la concentracidn de Cr en heces {mgfl. mg/g de heces)

Cuadro 1, - Tiempos de muesirep v concentraciones de £fomo en heces

Tiempo Peso Peso Concentracion Cr
{Hrs} Muesira BF Muestra 8S mg#t mg/g (heces)
g o]
00 25008 23125 0.060 0000
06 25029 23145 0157 2013
03 2 5018 231K 1340 0115
i0 2 5002 23120 2912 0251
12 25027 2312¢ 6305 G 544
16 2 5008 23125 7432" 0 842"
2 25035 23150 6305 0544
28 2 5048 23163 3040 0262
36 25038 231354 1290 011
48 2 5019 23135 0444 0034
57 25012 21129 Q237 0020
72 2 5001 23118 0042 0003

MS daias hecss 92 4732 £ 000400

N T

PEUTITIRR LIS
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El pramer paso es Wransformar & concentracidn de Cr de mg/! a mg/g de heces en base seca (BS) El
wosedmento es el siguiente
Ejemplo
Parmer hempo de muestred posdosificacion (6 his ), porcentaje matena seca de heces 92 4732 + 0 0940
Peso de muesira en base séca 2 3145 g concentracién de Cr 0 157 mgil
Para transformar la concentracion de cr en heces de mg/ml a mg de Cr/ g heces en base seca sé realizan las
siguienies operaciones

iPeso de muestra como se tomo (BF)) (MS de heces) = g heces 8BS

g heces por la dilucidn = mg Cr en heces/ mi

Sustituyendo los valores del pnmer hempo de muestreo posdosificacidn (6 hrs ) se cbtiene la concentracidn
de Cr gn mg/ g de heces

{2 5029 ){ 0924732 = 2 3145 g heces BS

2 31256/200 ml= 0 011572 mgfmil
(0 011572) {1000) = 11 572

015711 572 = 0 0135 myg Crfg heces BS

Para catcutar el iempa de trénsrtok(que es el lempo que el marcador empieza a formar parte de las heces) se

itz el sguente modelo

Y=ae P ae P8 N opsadot> TT

B

Sugerido por Grovum v valliams (1973)

“Emogelo asume dos compartimientos con tasas constantes K. y K
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Para caloutar k., (cuadro 1} se focalizo la concentracion pico det marcador 7 432 rng Crfl (16 h) y se realzd

una regresion del In dogantmo né[ural) de la concenlracion {a partr de ta concentracion pico) del marcador (Y)

canlra el fiempo (X)

Cuadra 2 - Concentracién gico del marcador y transfommacion logaritmica de la regreson lneal residual

— T T TR S R A TR

Tiempo Concentraadn
{h Cr mg/g (heces) in
16 GB42 - 0443
22 0.544 - 0608
28 0252 . -1339
38 01114 -2198
48 0.034 -3 381
&0 0020 -3@2
72 0.003 - 5809

Regresion Ki

Constante (A} 12633
Coeficiente de X - 009408

r 099097

K

F! vaior absoluto de |z pendiente 8s = K. por lo tanlo K. es1igual a 0 09408/horz en el umen La porcion Imeal

de fa curva de excrecidn es ¥,
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La ordenada es el In A1 porfanto, A1 es obienido del antlogantmo de A1
Al = 12633 * Antlogantmo
A1=35370

Hasta este paso y con base en esta regresion se predyo la concenlracin de Cr en la parte de la curva de
excrecion fecat antes del piop (16,22, 23, 36 48, 60 y 72 horas)
Para calcular K, Se utifizaron los pardmetros enconlrados {ordenada y pendiente) para estmar las
concentradiones de marcader para fos tempos antes del pico (6, 8, 10y 12}
Ecuacdn de reqresién para carcul;tr K
n concantracién estimada A - K )
nooncentracion eshmada 1 2633 - 0 09408 () = 0 6988

(8) =05106

{10) = B 3225

(12) = 0 1343
2 concentracbin estimada es el producto del antilogantma del in estimado
'\ fa dderencia de la concentracidn reat de la estimada se expresa como logartmo y de estos valores se

ealzo una regresidn para calcalar ¥;

uadro 3 - Valores para estimar ta regresion hneal sobre fa curva descendente de la curva de excrecion

Fes o ael dmeron e e i BRGIE T nn

1eMpo In Concentracién Concentracidn P-R In
predicho predicha real

5 08388 20143 0013 19983 08923

8 05106 t 6662 0115 15512 04390

19 03225 13805 0251 11295 1218

12 01343 11437 0544 05997 -0 5111

- ' [T R ) T e e v ' ' LRI TR TS TITR (TR, M
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Regresidn K;
Constante (A} 19528
Coeficente de X -0 1963
r* 0.975518
El velor absetuto de la pendiente es = K, por fe tanto K; es igual a 0 19637/Mora {Ciege v colon proximal) La

parcidn fineal de la curva de excrecién es K

La erdenada es el In A2 por lanloﬁh A2 es oblemda del antilogantmo de A2
A2 = 195283 * Antlegaritmo
A2 =T (4686
Para caleular el tiempo de irénsﬂo {TT) que representa el kernpo desde Ja infusidn a la pnmera apancidn del
marcador en fas heces
Tr=InAZ - InA1K, - K,
TT=1952-1263/0084-0196= 6755h
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82 - Tasa de diucion

& que la concentracion de Co fug de 360 mg/i00 ml de iqguide Se mfusionaron 100 mi de solueién de Co-
EOTA porla canula rumminal. La miusidon de Co-EDTA fue de 360 mg por dosts

Los frempas de muestreo pas-dosliﬁcacmn fugron ©, 2, 4,6, 10 16 y 24, h Para cuaniificar los paramelros de
fluie rummal de la fracoiont liquida se realizé una regresion de los lempos de muestreo (X) v el logantmo
nalural de la concentracidn del OE)-EDTA (cuadro 4) A paitir de los valores de fa ecuacién de regresion hineal
fueron estimados tasa de dilucion (TD), volumen rurminal {VR), tiempo de recambio (TR) y tasa de flujo de
fqurdes {TFL) {cuadro %)

Cuadro 4 - Concentracién def mareador (Co-EDTA y transformacidn logaritmica de la regreston ineal residual.

T ' ik o

Tempd Concerfracin

{m Cr mg/g (heces) In

0 oo 0 00000
2 582 176130
4 498 1 60740
& 417 142790
10 363 128920
16 215 0 76540
24 122 019880

T PRI R L L RS e e g

ST
Constanta (&) { 2633
Coeficiente de X - 0 09408
Antilogantmo (T0} & 688
2 1990497
39
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Donde A es el interceplo y, el antilogantmo es fa concentracion al tempo cere (T0), el coeficiente de X esla

pendwente que comesponde a la'lasa fraccional de dilucidn el cual se expresa en porciento/h €n tanto, el

verso es la tasa de recambio fraccional y, el volumen ruminal es igual a la concentracion de la dosis dividida

entre la concentracion al iempo cero La tasa de flujo se estima dwidigndo el volumen ruminaf entre Ia tasa de

recamiio

Cuadro 5 - Pardmeiros de flijo rimnal de la fraccion liquida (Co-EDTA)

P T T I L R T e TR EIT R T O IR TR e T TS S TOTS TR T I TH

HoE

TFD VR TR TFL
{%/hy v} (h {m)
703 5376 14 22 377

BATI L IRURBIR 1 ER UM mIREE] PR

v

N
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9.0.- DISCUSION

Las pnnoipales hmitaciones en la preparacion de los marcadores, son el costo ya qua en ocasiones deben
nponarse, y fa pureza de Jos reachvos empleados para su preparacton
as condiciones en fas que se pre;paran esos marcadores deban tener en cuenta los reactivos usados y las
2ACLIONES qUiMICas Que van a ocumr

En ta preparacion del marcador de hguidos, EDTA-Co debe tenerse cuidado al agregar el hidréxido de
oo al EDTA va que este ne es soluble en agua v al rse formando fa sal sodica se solubiiza La adicion del
erondo de hidrogeno (H:0.) debe hacerse agitando con e! objeto de distnbuw homogeneamente y fograr la
xiducion del Cobalto al agregar ei etanol y elirminar mediante fitracidn cualquier residue

Para la preparacidn de a fibra mordantada hay que favar el rastrojo de maiz adecuadamente para punficar
1 fibra ¥ lograr un mordantade mas eslable £n este trabajo se usd aado ascorbico como agente reductor,
ungue tal vez se pudiera usar bisulfite de sodio, ¢f cual es un reductor mas agresivo, de menoer precio La
uslilucion de Launl sulfate de sodio por un detergente comercial, mostrd ser efective y de menos coste
urante el mordantado hay que terier cudado que la temperaturs sea constanie

Las conceniracionas de los elementos minerales en los marcadores preparades {11 86 % de Cromo y 360
¥ 100 ml de Cobatio}, fueron rog, esperados y pudieron ser recuperados €n 1as pruebas de cinetica Los
suitados obtenidos en la anetlcagde séhdos mostraren los valores mas alttos de cromo a las 16 hrs Para
espues disminuir |, el iempe de transito (iempo en que el marcador empieza a formar parte de las heces) se
Heula & parlir de ese mo mento | al considerar los compartimentos con tasas constanles | este marcador
epnde predecrr la concentration de cromo en fa pede de la curva de excrecidn fecal antes del pico De fa
gresion obtenda enlre 1a diderendia de la concentracidn real y fa estimada se calcula ia constante K2 ( fa
srcion del ciega y colon proximal) ™

La tasa de dilucién sz caicuid de la regresion obtemda entre los tiempos de muesireo v el In de las
ncentraciones del Co-EDTA v a partir de estos valores se calcutan la tasa de diucton el volumen umimnal el
mpa de recambio y 'a tasa de flue de liquidos Los calculos para las oruebas de onélica son laboriosas,
rg 51 8¢ enfiende su furdamento pueden aphcarse facilmente

41




10 - CONCLUSIONES

1 - De acwerde a los resultados aib{emdcs en la concentracion de fibra Cr-mordante y Co-EDTA, de 11 86
/400 y de 360 mg/ 100 mi respectivamente se puede concluir que cumplen con lo establecido para ser
ampleados como marcadorés de referencia y aplicarse en estudios de cinéfrca de sohidos y liquidos en el
raclo gastrointeshinal de anknales a través de la mfusidn de esfos por la canuta rurinal, cumpliendo fas

catactensticas parcalares que debe reunir un marcador indigestible

2 . En general los marcadores son buenos, ya qgue son faciles de admimistrar y de recuperaros para el Cr, el
parcentape de recuperacton escila alrededor del 99% y para et complejo Co-EDTA de 98% demostrando por

que son confiables de ser administrades como sustancias de referencia en animales de expenmentacin

3. Los resultados taminén rauestran que el empleo de estas sustancias utilzadas coma makcadores
ndiesitles son de gran ulilidad en estudios de nutncion animal {tinélica de solides y quidos) ya que son
nara su andlisis postenor salisfaclonamente cuantificables y por lo tanto permiten predecir €l trempo de

asae del matenal marcado a medir
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11 - ANEXO

11 4 - Determinacion de {a fibra detergenle neuire

£l prncipro del procedimiento de |2 fibra detergente neutro (FDN) es un metodo répido para determinar los
componentas de fa pared celular en ahimentos fibrosos vegetales Aparentemente dride la matera seca al
punio de que separe los constituyentes nulncionales solubles y accesibles de aquellos que no son totalmente

aprovechables o que dependen de fa fermentacion microbiolégica para su mtegracion

Malenal
) - Aparato de reflujo
b) - Vasos Berzelws de 600 ml
¢} - Condensadores hechos dé frascos redondos de 500 ml
) » Cnsoles de hlro de vidno t;}e porosidad "C", porosidag
gruesa con placa de 40 mm de drametro, sufictentemente
grange para reabir 40 a 50 ml de liquido
e) - Aparaio de filtracion
Reacdvos’ Por (itro de solucion
a) - Agua desblada ¥
by 30g de sulfato laurtf sédico
L - 1461 de EDTA
dy - 4 0g de hidréads de sodwo,
) - 6 81 de tetraborato de scdio 10H-O
f) - 4 58 de fosfalo disodico antdro
g; - 18 mi de elfengiicol monoetléler
by Acetona use un grade libre de color y que no deje residuo al evaporara
1y - Ada amilasa 2g-50 mide ai;ua + 10 i de etilenglical
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B! procechmiento es el siguiente

Pesar 0 5 g de mueslra secada al awe y molida a través de un tarmiz de 1 mer denlro de un vase berzelius de
600 tnl agregar 100 ml de una solucidn detergente neutro Poner en fa pamlila def aparato de reflujo y
catentarse para que la solucién hierva en 56 munutos y reducir la temperatura cuando comienza la ebullicion,
para evilar ‘a formacén de espuma Ajustar la temperatura para que la ebullicidn sea constante por 60
miniAos Poner en e aparalo de fitracidn él o los cnsoles tarados y pasar a fravés de ellos agua caliente (80 -
107 *C) al cabo de este tiempo $e defa asentar de 10 a 15 segundos y se empieza a fittrar Secar los cisoles a
105 *C por B horas o teda la r;oohe en estufa de awe forzado Se pesa en callente y e residuo de fibra
recuperado se regisira en térmrn;os de paredes celutares Se incinera el contemdo de los cnsoles a 525 °C por
3 horas se enfman y pesan La pérdida de peso son las paredes celufares libres de cenizas, método
propuesta por Tejada, 1982
Los calcudos son 10s s:gunetiies

Paredes celulares (%) en ﬁese parctalmente seca o tal como se ofrece = peso del cnsol + paredes

celulres (g) - peso del cnsoi (g} X 100/ peso de la muestra (g)
ay Paredes celulares en muestra * tal como s¢ ofrece = X 100

#alena seca (%) de ia muestra * lat como se cfrece ™

b} Paredes celulares (%) en muestra parcialmente seca X 100

e AT I TR TR TR}

Matena seca (%) de muest{a parcialmente seca
£} %2 de contemdo celular s& calcula sustrayendo de 100 el % de paredes celulares en cada base

o, de contendo celular = 100 - Yz de paredes celulares
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