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Resumen

Una forma de evaluar la capacidad de aprovechamiento de los recursos nutricionales en varias especies
animales es mediante la digestibilidad aparente. Para esta determinacion, suele utilizarse una sustancia
marcadora como el dioxido de titanio (TiO,). Sin embargo, este compuesto nunca ha sido probado en Apis
mellifera en estudios de digestibilidad. En este trabajo, se emplearon diferentes concentraciones de TiO,
como sustancia marcadora en los alimentos consumidos (jarabe de sacarosa y polen apicola) por esta especie.
Se evaluaron variables relacionadas con el consumo, la digestibilidad aparente, la mortandad y pesos de las
partes corporales. Los resultados de este trabajo demostraron que el TiO, no tuvo efectos sobre las variables
estudiadas, excepto en el consumo de agua y de la digestibilidad aparente. Ambas mostraron una relacion
inversa con la concentracion de TiO, agregada en los alimentos, posiblemente debido a un efecto toxico
de esta sustancia o al procedimiento analitico utilizado. Se concluye que la concentracion mas adecuada
para posteriores estudios de digestibilidad es 0,1% p/p base materia seca. Asimismo, podemos decir que
el uso de TiO, en sustancias azucaradas y polen apicola podria ser una herramienta 1til para investigar la
digestibilidad aparente en 4. mellifera cuando se estudian este tipo de alimentos.
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Digestibility in Apis mellifera L.: use of titanium
dioxide (TiO,) as marker substance

Abstract. Apparent digestibility is a useful technique for measuring nutritional resources in different animal
species, requiring an inert marker such as titanium dioxide (TiO,). However, TiO, has never been tested
for digestibility studies in Apis mellifera. This work aimed to investigate different TiO, concentrations as
inert marker in the feeds (sucrose syrup and bee pollen) commonly consumed by honeybees. We assessed
consumption variables, apparent digestibility, mortality rate, and body part weights. TiO, did not significantly
affect the mentioned variables, except for water consumption and apparent digestibility. Both variables
exhibited an inverse relationship with the concentration of TiO, added to the feeds. This observation could be
attributed to a potential toxic effect of TiO, or the analytical procedure. Based on our findings, we conclude
that the optimal concentration of TiO, for future digestibility studies is 0.1% w/w on a dried mass basis. The
addition of TiO, to sugary preparations and bee pollen holds promise as a valuable method for investigating
apparent digestibility in Apis mellifera when studying these types of feeds.

Key words: Apis mellifera, apparent digestibility, pollen, sucrose syrup, titanium dioxide.

INTRODUCCION

La digestibilidad mide la capacidad de una especie
para digerir y absorber los nutrientes. Una forma de
estudiar esa capacidad de aprovechamiento de alimentos
y nutrientes en varias especies animales es mediante la
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determinacion de la digestibilidad aparente (DA). Esta
variable es un factor que relaciona la cantidad ingerida de
un alimento o nutriente y la cantidad encontrada en heces
incluyendo excreciones endogenas (Osorio-Carmona et
al. 2012). Para calcular la DA muchas veces se recurre a
la utilizacion de una sustancia marcadora (SM), que es un
compuesto quimico que no debe, entre otras cosas, sufrir
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procesos de digestion y absorcioén en su paso por el tubo
digestivo del animal y, ademas, no debe producir efectos
toxicos sobre los mismos.

A pesar de la importancia de la abeja doméstica (4pis
mellifera L.) para la humanidad, existen pocos estudios
sobre digestibilidad de los alimentos consumidos por
esta especie (Schmidt y Buchmann 1985, Schmidt et al.
1989, Oliveira 2002, Nicolson et al. 2018, El-Sofany et al.
2020). La abeja doméstica consume naturalmente néctar y
polen. El néctar aporta fundamentalmente aztcares, sales
minerales y vitaminas. En cambio, el polen es la principal
fuente de proteinas, lipidos y fibra, entre otros (Huang
2010). Los trabajos mencionados determinaron la DA de
dietas compuestas por polen apicola utilizando distintos
métodos. Uno de ellos consiste en utilizar una SM, donde
una cantidad conocida de este compuesto se adiciona en
el alimento y se compara su concentracion en las heces
(Schmidt y Buchmann 1985).

El dioxido de titanio (TiO,) es una SM que presenta
numerosas ventajas frente al triéxido de cromo (Cr,0,)
utilizado previamente en 4. mellifera (Schmidt y Buchmann
1985). El TiO, ha sido empleado en monogastricos y
rumiantes (Morgan et al. 2014, Guzman-Cedillo et al.
2016, Papadomichelakis y Fegeros 2020), asi como en
otros artropodos como el camaron patiblanco (Litopanaeus
vannamei) (Niu et al. 2011). Sin embargo, no existen
investigaciones con TiO, como SM en la abeja doméstica.

En este sentido, el objetivo del presente trabajo fue
estudiar el comportamiento del TiO, como una novedosa
alternativa de SM para investigaciones de DA en A.
mellifera en condiciones in vitro. Para ello se evaluaron
distintas concentraciones de la mencionada molécula
sobre el efecto en el consumo, la mortandad, peso corporal
de abejas obreras adultas y sobre la DA de dos tipos de
alimentos: jarabe de sacarosa y polen apicola.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de abejas. Cuadros con pupas de
abejas proximas a emerger obtenidos del apiario del
Departamento de Agronomia de la Universidad del Sur
(Bahia Blanca, Argentina) fueron llevados al laboratorio y
colocados en una estufa de cultivo a 34°C y a una humedad
relativa (HR) aproximada del 60% (Williams et al. 2013).
Luego de un dia de incubacidn, se seleccionaron grupos
de 50 abejas recién emergidas para ser colocadas en cada
una de las microcolonias (Figura 1) que formaron parte del

ensayo in vitro.

Figura 1. Microcolonias. 1zq: partes del dispositivo para
la cria in vitro de abejas. Der: abejas nodrizas y jarabe de
sacarosa con TiO, en el trozo de panal.

Condiciones experimentales. Las microcolonias
fueron disefiadas segin Williams et al. (2013) con algunas
modificaciones, brevemente se usaron cajas de plastico de
10 x 6,2 x 3,6 cm, con un trozo de panal natural sin reservas
de 5 x 5 cm que se coloco en la parte superior; ademas
se agrego un dispositivo para la provision de polen, otro
graduado de 2,5 ml para el agua destilada y tres tubos mas
del mismo volumen para el jarabe de sacarosa al 66%. Las
microcolonias se mantuvieron a 34°C y una HR del 50 -
60% durante 14 dias en una camara de cria. Al transcurrir
este periodo, fueron colocadas en un freezer a -20°C para
sacrificar las abejas.

Disefio experimental. Se realizaron dos experimentos,
TiO, en jarabe y TiO, en polen con cinco tratamientos cada
uno: 0 (control) — 0,1 - 0,25 - 0,5 - 0,75% de TiO, peso en
peso en base a materia seca (% p/p MS). Por tratamiento se
utilizaron ocho réplicas (cada réplica fue una microcolonia).
Se utilizé un disefio en bloques distribuyendo la mitad de las
réplicas de ambos experimentos en dos fechas (noviembre
2021 y diciembre 2021).

Experimento 1. Se evaluaron cinco concentraciones
de TiO, en jarabe de sacarosa, JO (0; control) - J0.10 (0,1%
p/pMS)-10.25(0,25% p/pMS)-J0.50(0,5% p/pMS)-J0.75
(0,75% p/p MS). La concentracion de jarabe de sacarosa
utilizada fue del 66%. Para su preparacion se disolvio dos
partes de sacarosa (azticar de mesa comercial) en una parte
de agua destilada hirviendo. En este experimento las abejas
no recibieron otro tipo de alimentos.

Experimento 2. Al igual que en el Experimento 1, se
evaluaron cinco concentraciones de TiO, en polen apicola,
PO (0; control) - P0.10 (0,1% p/p MS) - P0.25 (0,25 %
p/p MS) - P0.50 (0,5% p/p MS) - P0.75 (0,75 % p/p MS).
Asimismo, se suministrd jarabe de sacarosa preparado de
la misma manera descripta para el Experimento 1 sin la
adicion de la SM. El polen utilizado fue colectado en marzo
del afio 2021 a partir de trampas en colmenas ubicadas en
el apiario de la Cooperativa de Trabajo Apicola Pampero
Ltda. en la localidad de Calderon (prov. de Buenos Aires).
Se afiadid a las microcolonias fresco y molido, el resto se
conservo en freezer a -20°C hasta su utilizacion. También
se lo analiz6 palinologicamente (Estevinho et al. 2012).

Cuantificacion de variables. Se midieron las
siguientes variables en cada una de las microcolonias:
consumo de agua (CA; ul/abeja dia'), movilizacion de
sacarosa (MSac; mg/abeja dia'), consumo de polen (CP;
mg/abeja dia™') y consumo de sacarosa (CS; g).

El CAy la MSac se cuantificaron midiendo la cantidad
de liquido faltante en los dispositivos graduados. Ademas,
para determinar el CA se introdujo en la estufa de cultivo
la junto a las microcolonias, dispositivos idénticos para
diferenciar el efecto por evaporacion. El CP se determino
por diferencia de peso entre una medicion y otra. Se
realizaron mediciones de estas tres variables a los tres, seis,
10, 12 y 14 dias de inicio del ensayo.

El CS se determino al final (dia 14) como la diferencia
entre la sacarosa total movilizada (g sacarosa MS) y la
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sacarosa acumulada en los panales en forma de reserva (g
sacarosa MS).

Junto al consumo de agua y polen, y movilizacion de
sacarosa, se registraron los individuos muertos (mortandad,
MT) y se los retird de las microcolonias.

Al finalizar el ensayo se tomaron diez abejas de
cada tratamiento al azar, se las separd en sus tres partes
corporales (cabeza, torax y abdomen) y se las colocd en
una estufa de secado a 60°C por 48 h. Posteriormente, se
cuantificd el peso seco (g MS) de cabeza, torax y abdomen.
El peso seco de los abdomenes se obtuvo con abdomenes a
los cuales se les retir6 el contenido rectal junto a los tltimos
dos segmentos abdominales visibles. Seglin observaciones
preliminares, el contenido rectal aportaria variabilidad a los
valores de esta variable.

Digestibilidad aparente. Se determindé comparando
la concentracion de TiO, en el alimento suministrado con
respecto a su concentracion en las heces, segun la siguiente
formula:

[Ti0, dieta]

%) = Bt St}
DA (%) = 100x (1 [TiO, heces]

Donde:

DA digestibilidad aparente; 7iO, dieta: concentracion
de TiO, suministrada en las dietas, y 7iO, heces:
concentracion de TiO, determinada en heces

Para cuantificar la concentracion de TiO, en heces se
trabajo segun Shortetal. (1996) con algunas modificaciones.
Para ello se tomaron 10 a 15 abejas y se les extrajo el
contenido rectal sujetando los dos ultimos segmentos
abdominales visibles con una pinza entomoldgica y tirando
suavemente para extraer el recto. Este 6rgano se coloco
sobre una caja de Petri y se liberd su contenido, que fue
llevado a estufa por 24 horas a 60°C para su secado. Las
muestras secas fueron pesadas y posteriormente incineradas
a 550°C durante seis horas. Las cenizas fueron disueltas
en 10 ml de una solucion caliente de acido sulftrico (7,4

TTB.

O, L T
| - . _‘:'I 3 J0.10

M) por una hora. Una vez enfriado, se agregaron 20 ml
de agua destilada, luego 10 ml de peroxido de hidrogeno
(20 volimenes) y finalmente, se llevd a volumen final
de 50 ml con agua destilada. Esta solucion tomd una
coloracion amarillo-anaranjada y se midio su absorbancia
en un espectrofotometro a 410 nm. La concentracion de
SM en la solucion se obtuvo comparando con una curva de
calibrado. Este procedimiento se realiz6 con tres unidades
experimentales por tratamiento en cada bloque.

Analisis estadistico. Para analizar los datos de
las wvariables de consumo, de digestibilidad aparente
y de peso de partes corporales se recurri6 a modelos
lineales generalizados (MLG). En cambio, para analizar
la mortandad se utiliz6 el estimador de supervivencia de
Kaplan-Meier y las curvas se compararon con un test de
regresion de Mantel-Cox.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan los resultados de la
evaluacion de las distintas concentraciones de TiO, como
SM sobre las variables de consumo y la DA en los dos
experimentos realizados.

Experimento 1: 7iO, en jarabe de sacarosa

Seglin los modelos generados, el consumo de agua
(Figura 2) fue afectado estadisticamente por los tratamientos
y los bloques. En ambos bloques, el tratamiento JO (predictor
5,25 40,7 pl/abeja dia') tuvo mayor CA que J0.75 (predictor
1,45 + 0,7 pl/abeja dia™'). El resto de los tratamientos
tuvieron un comportamiento intermedio entre ellos. Con
respecto a la movilizacion y consumo de sacarosa no se
detectaron efectos debido a los tratamientos, en cambio los
modelos demostraron que la segunda fecha tuvo menores
valores en ambas variables. Asimismo, no se encontraron
efectos de la concentracion del TiO, sobre el peso de las
partes corporales ni sobre la mortandad.

Tratamientos
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Figura 2. Consumo de agua en funcion de la concentracion de la sustancia marcadora (SM) en jarabe de sacarosa (arriba)
y polen apicola (abajo). JO y PO, tratamientos control; J0.10 y P0.10, 0,1% p/p de SM en base materia seca; J0.25 y P0.25,

0,25%; J0.50 y P0.50, 0,5%; J0.75 y P0.75, 0,75%.
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La DA en promedio fue de 94,22% (+2,2). Se & & s
encontraron diferencias significativas entre tratamientos, 941 o 8
los predictores de los tratamientos J0.50 y J0.75 segun los 4
modelos generados fueron estadisticamente menores queel 901 L
resto. Ambos tratamientos demostraron gran variabilidad =& 86 o
en los datos (Figura 3). Se encontr6 una fuerte correlacion @
negativa (coeficiente de correlacion de Spearman, p= -0,8) § J0710 7025 J0°50 1075
entre los tratamientos y los valores de digestibilidad. g ' ' ' '

. . , % wole

Experimento 2: 7iO, en polen apicola g 7018

Las cargas corbiculares mayoritarias en el polen F 60{ © ¥
utilizado pertenecian al tipo Brassicaceae (56%) y al tipo g g
Centaurea sp. (38%). ,8) 501 §

El tratamiento P0.75 tuvo un menor consumo de O % 8
agua (predictor 3,45 +£0,8 ul/abeja dia') respecto al resto 401 g § 2
de las variables en ambas fechas (Figura 2). Las abejas
de la segunda fecha tuvieron menores consumos de agua. e o ) i B0

Tratamientos

Con respecto a la movilizacién y consumo de sacarosa,
consumo de polen, mortandad y pesos de partes corporales
asociadas a los tratamientos, no se encontraron diferencias
significativas.

Figura 3. Digestibilidad aparente en Apis mellifera en fun-
cién de la concentracion de TiO, suministrado en el jarabe
de sacarosa (arriba) y en el polen apicola (abajo). JO.10 y

La DA promedio del polen.fue de 487.61% (£10,4). P0.10, 0,1% p/p de SM en base materia seca; J0.25 y P0.25,
Los tratamientos fueron estadisticamente distintos entre 0,25%; J0.50 y P0.50, 0,5%; J0.75 y P0.75, 0,75%.

si, siendo la correlacion de estas dos variables negativa

Pearson p=-0,65; Figura 3). o . o )
abla 1. Ensayos in vitro d¢ digestibilidad aparente con dioxido de titanio como sustancia marcadora, consumo de agua

y alimentos en Apis mellifera.

Experimento 1: Jarabe de sacarosa

Consumo
C?;llj::i?adgi:%;la Movn(llnf;c;gzjge; ::_cl;lrosa Consumo((gl)e sacarosa Digestibilidad aparente (%)
Fecha 1 Fecha 2 Fecha 1 Fecha 2 Fecha 1 Fecha 2 Fecha 1 Fecha 2
JO  8,04+3,7%a** 933433a 30,06 46,8 2591473 891423  510+1.2
J0.10  4,65+3,1b  7,99+3,5ab 30,11 9,9 27,15+10,2  9.26+0,9 6,34+0,3 96,07 +0,7 a 95,98 +0,3 a
J0.25 6,36 +42¢c  7,12+3,9 be 28,50 £9,4 22,74 +10,0 10,33+2,0 6,57 +1,0 95,20 +0,4 ab 94,90 +£0,3 ab
J0.50 6,36 £33 ¢c 5,83 +4,7cd 27,58 +£10,9 25,02+10,2  8,94+1,5 6,88+2,6 94,09 +2.3 ab 94,15 +0,3 ab
J0.75 44743, 7bc  5,16+3,8d 29,1 £12,3 22,43 £11,7 9,09 £2,3 4,64+1,6 93,33+1,7b 91,194+3,5b
Experimento 2: Polen apicola molido
Consumo
Consumo de agua Movilizacién de Consumo de sacarosa Consumo de polen Digestibilidad aparente
sacarosa (mg/abeja dia™)
Fecha 1 Fecha 2 Fecha 1 Fecha 2 Fecha 1 Fecha 2 Fecha 1 Fecha 2 Fecha 1 Fecha 2
PO g89+54a 5734522 9,00436a 1959470 S04+l 845+30 192407 149408
P0.10  839440a 55343,9a 820429b 2047490 652419  611+50 1,88+0,6 132408  63,70+10,la 57,3943,6a
P0.25 2743 6ab  4,68+4,0a 840+3,5ab 22,15+8,6  6,08+0,7 519426 1,69+1,0 140+1,1  5544+79ab 41,68+54b
P0.50 896+37ac 491+49a 876+4,1ab 23,11 +6,2 593+09  6,81+1,7 1,82+1,0 1,62 40,9 48,89+7,7b 39,44 +2.7 be
P0.75  539433b  345+29b 83543,0ab 22,46+64  630+1,0 699+14 1,66=1,2  1,39+08  46,68+1,0b 3573+09c¢

*Valores promedio y desvio estandar. **Las letras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).



Ledesma Gonzalez, M.F. et al.: Digestibilidad en abejas. Rev. Vet. 2023; 34(2), 69-75. 73

DISCUSION

En este trabajo se evalu¢ el efecto del TiO, como
sustancia marcadora en cinco concentraciones en jarabe de
sacarosa y en polen, con el fin de trabajar con esta sustancia
en futuros estudios de digestibilidad en Apis mellifera. Para
ello se tomaron en consideracién variables de consumo,
digestibilidad aparente, mortandad y peso de las partes
corporales.

Los resultados de ambos experimentos demostraron
que las abejas consumieron el jarabe y el polen con la
SM en todas las concentraciones ensayadas. Jemec et al.
(2016) en un ensayo in vitro con A. mellifera durante 10
dias, observaron mayor consumo de jarabe de sacarosa en
aquellas abejas que recibieron TiO,. En muestro trabajo,
si bien no se observaron diferencias estadisticamente
significativas, se advirtié mayores valores de MSac (Tabla
1) en aquellos grupos de abejas a los cuales se les suministro
SM en el jarabe.

En este estudio no se encontraron efectos del TiO,
sobre la supervivencia. Resultados similares obtuvieron
Ozkan et al. (2014) y Jemec et al. (2016) que evaluaron
la toxicidad aguda de nanoparticulas de TiO, en jarabe de
sacarosa en diferentes concentraciones, desde 0,1 incluso
hasta 10 mg ml' y tampoco observaron efectos de esta
sustancia sobre la supervivencia. Por otro lado, Ferrara et
al. (2020) encontraron evidencias de toxicidad del TiO,
adicionado a soluciones de sacarosa en concentraciones
inferiores (0,1 a 1x10* mg L") a las utilizadas en nuestros
experimentos. Estos autores observaron aumentos en los
valores de mortandad de abejas y demostraron la activacion
de mecanismos de detoxificacion para xenobidticos
metalicos.

El consumo de agua registrado en los experimentos
de este trabajo fue menor a medida que la concentracion de
TiO, aument6 (Figura 2), siendo mas claro este fenomeno
en el consumo de jarabe con sustancia marcadora. Una
posible explicacion de este fenomeno podria deberse a
la diferencia en la cantidad total de TiO, ingerida por las
abejas que recibieron jarabe de sacarosa con esta sustancia
(min. 0,117 mg/abeja; max. 16,93 mg/abeja) con respecto
a aquellas que consumieron polen con este compuesto
(min. 0,015 mg/abeja; max. 2,264 mg/abeja). Aunque no
se han encontrado trabajos que relacionen el consumo de
agua y la presencia de sustancias metalicas en condiciones
in vitro, esta disminucion del CA podria indicar algun
cambio fisiolégico o comportamental que evidencie
toxicidad de estos compuestos similar a lo reportado por
Ozkan et al. (2014) y Jemec et al. (2016). Mas atin, Jemec
et al. (2016) plantearon que un mayor consumo de jarabe,
como se describid anteriormente, responderia a un efecto
de alteraciones comportamentales debido a un agente
estresante previo a una manifestacion fisiologica de la
toxicidad. Hipoétesis respaldada por los trabajos de Ferrara
et al. (2020) que se mencionaron en parrafos anteriores.

En cuanto a la digestibilidad aparente, el jarabe de
sacarosa presentd una alta digestibilidad indicando que
es digerido casi en su totalidad coincidiendo con varios
autores (Crailsheim 1988, Gmeinbauer y Crailsheim
1993, Black 2006). En cambio, el polen tiene valores de
digestibilidad promedio del 48,61%, pero éstos varian

seglin la concentracion de TiO, formulada en las dietas
(Figura 3). Para ambos casos, jarabe y polen, cuanto menor
es la concentracion de SM, mayor son los valores de DA.
Una posible explicacion, podria ser del tipo analitica, y
estaria relacionada con la cantidad de TiO, efectivamente
disuelta en el proceso de solubilizacion de las cenizas de las
heces en la solucidn caliente de acido sulfurico (Short et al.
1996). La formula para la determinacion de la digestibilidad
aparente es, de manera simplificada, un cociente entre
la cantidad de sustancia marcadora encontrada en heces
respecto a la cantidad suministrada a las dietas. Con lo cual,
altas concentraciones de TiO, suministradas en las dietas
producen mayor concentracion de sustancia marcadora en
heces y, en consecuencia, una parte de la misma no alcanza
adisolverse en su totalidad en la solucion de acido sulfurico.
Esto conduce a una menor deteccion de la sustancia
marcadora con el espectrofotometro, produciendo una
subestimacion de la digestibilidad en altas concentraciones
de sustancia marcadora. Asimismo, este planteo podria
explicar la gran variabilidad de los valores de digestibilidad
encontrados en el tratamiento J0.75, donde proporciones
desiguales de TiO, entre muestras no fueron disueltas en la
solucion de acido sulftrico, generando gran dispersion de
los valores obtenidos.

Otra hipdtesis para explicar este fendmeno, podria
ser debido a un efecto toxico del TiO, sobre la fisiologia
y morfologia normal del sistema digestivo de A. mellifera.
Dabour et al. (2019) reportaron que o6xidos metalicos
como el oxido de cadmio II (CdO) y el 6xido de plomo II
(PbO) produjeron alteraciones significativas en las células
epiteliales del ventriculo. Por su parte, Papa et al. (2021)
encontraron alteraciones en la flora intestinal en abejas que
ingirieron nanoparticulas de TiO,. Esto indica que podria
ocurrir algiin efecto negativo en el normal funcionamiento
del sistema digestivo de este insecto que compromete
procesos de digestion y absorcion de los alimentos y
nutrientes ingeridos, manifestaindose en los valores de
digestibilidad.

Finalmente, cabe destacar que el TiO, ha sido usado
como SM en estudios de digestibilidad aparente en diversos
animales y en variadas concentraciones. Por ejemplo,
algunos autores han trabajado con 0,5% en pollos (Short
et al. 1996, Morgan et al. 2014, Roza et al. 2018), otros
como Guzman-Cedillo et al. (2016) utilizaron 0,4% en
ovinos, mientras que Papadomichelakis y Fegeros (2020)
formularon dietas para conejos con 0,1% de TiO,. Como
se menciond previamente, en otros artropodos, como el
Litopanaeus vannamei, se utilizé 0,1% de SM (Niu et al.
2010). De acuerdo a nuestros resultados, esta ultima es
la concentracion establecida como la mas adecuada para
trabajar en DA en A. mellifera.

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo permitieron determinar
que la concentracion de 0,1% p/p MS de TiO,como SM fue
la que mostro mejores resultados para futuros estudios de
digestibilidad de sustancias azucaradas, asi como de polen
en Apis mellifera. Esta concentraciéon minimiza el riesgo
de efectos negativos a nivel fisiologico y comportamental
de este insecto en condiciones in vitro. Mas aun, esta
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concentracion presenta una buena resolucion analitica,
y ademas ha sido demostrada su utilidad en trabajos de
digestibilidad aparente en otros artropodos.
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