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Evaluacion de la combinacion de una fuente de NNP de liberacion controlada
(Optigen 1200®) y urea convencional afiadida a dietas de finalizaciéon para
ganado de engorda conteniendo diferentes proporciones de Almidén:FDA:

Funcion Ruminal, Digestion de Nutrimentos y ED de la Dieta

RESUMEN: Cuatro novillos Holstein (213+ 4 kg de PV) con canulas en rumen y
duodeno proximal fueron usados para estudiar la adicion de una fuente de NNP de
liberacién controlada (Optigen®; Alltech, México) combinada con urea en dietas de
finalizacién con diferentes proporciones (alta, media y baja) de almidon:FDA sobre
las caracteristicas de digestion. Los datos se analizaron segin un modelo lineal
para un disefio en cuadro latino 4x4. Los tratamientos fueron 1) dieta basal con
0.8% urea de grado alimenticio (UGA) y proporcion almidén:FDA 4.5 (media), 2)
dieta con 0.8% UGA y 1% Optigen 1200® y proporcién 6 (alta, OPTU-A), 3) dieta
con 0.8% UGA 'y 1% Optigen 1200® y proporcion 4.5 (media, OPTU-I) y 4) dieta con
0.8% UGA y 1% Optigen 1200® y proporcion 3 (baja, OPTU-B). La combinacién
urea y Optigen 1200® mejoré 7.6% el flujo de NM (OPTU-I vs. UGA)(P>0.05),
mostrando también una respuesta 8.4% mayor (OPTU-I vs. OPTU-B) y 6.7%
(OPTU-I vs OPTU-A) al flujo de NM (componente cuadratico, P<0.01) y de NNA
2.5% (OPTU-I vs. OPTU-B) y 3.3% (OPTU-I vs OPTU-A) (componente cuadratico,
P=0.03). No existio diferencia (P= 0.11) entre los tratamientos OPTU en la digestiéon
ruminal de MO, almidén, N dietético o eficiencia de N. Comparando la ED
observada vs. la esperada (NRC, 1996), la ED de UGA correspondié a 1.00,
mientras OPTU-I tendi6 a mejorar (2%, P=0.07) la ED de la dieta. Estas ventajas

sélo se observan cuando existe cierta proporcion (rango = 4.0-4.2) de almidon:FDA



en la dieta. Proporciones mayores o menores no ofrecieron ventajas sobre ninguno

de los pardmetros evaluados.

Palabras claves: Urea de liberacion controlada, Nitrdgeno No-Protéico, almidén,

FDA.
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Evaluation of the combination of a source of NPN controlled-release (Optigen
1200 ®) and feed-grade urea added to finishing diets for feedlot cattle
containing different proportions of starch:ADF: Rumen Function, Nutrient
Digestion and DE of the Diet

ABSTRACT: Four Holstein steers (213 = 4 kg.) with cannulas in the rumen and
proximal duodenum were used to study the addition of a source of controlled release
NPN (Optigen®, Alltech, México) combined with urea in finishing diets with different
proportions (high, intermediate and low) of starch:ADF on the characteristics of
digestion. The data was analyzed using a linear model for a 4x4 Latin square
design. Treatments were 1) basal diet with 0.8% feed-grade urea (FGU) and starch
ratio:FDA 4.5 (medium), 2) diet with 0.8% FGU and 1% Optigen 1200® and
proportion 6 (high, OPTU-H), 3) diet with 0.8% FGU and 1% Optigen 1200® and
proportion 4.5 (intermediate OPTU-I) and 4) diet with 0.8% FGU and 1% Optigen
1200® and ratio 3 (low, OPTU-L ). Combining FGU and Optigen 1200® improved
the flow of MN by 7.6% (OPTU-I vs. FGU) (P>0.05), also showed a greater
response to the flow of MN by 8.4% (OPTU-I vs. OPTU-L) and 6.7% (OPTU-I vs
OPTU-H) (quadratic component, P<0.01) and NAN (quadratic component, P=0.03)
with increases of NAN 2.5% (OPTU-I vs. OPTU-L) and 3.3% (OPTU-I vs OPTU-H).
No differences (P = 0.11) among OPTU treatments in ruminal digestion of OM,
starch, or dietary N or efficiency of N were detected. Comparing the DE observed vs
the expected (NRC, 1996), the DE of FGU corresponded to 1.00, meanwhile OPTU-
| tended to improve (2%, P=0.07) the DE of the diet. These advantages are only
seen when there is a certain proportion (range = 4.0-4.2) starch: ADF in the diet.

Higher or lower proportions proved no advantage over any of the parameters.

Vil



Keywords: Slow-Release Urea, Non-Proteic Nitrogen, Starch, ADF.
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INTRODUCCION
En el corral de engorda de bovinos el costo de alimentacion puede
representar hasta 70% de los costos de produccién. Lo anterior promueve la
constante busqueda de alternativas de ingredientes de bajo costo que
representen un riesgo minimo para el animal o para el consumidor final. En ese
sentido, la urea como fuente de nitrégeno no proteico (NNP) de bajo costo es

un ingrediente de uso comun en los sistemas de alimentacién en la engorda.

El uso de urea esta recomendado a un maximo de 1% de la racién con
base en materia seca (MS) (Strangel, 1963; Chalupa, 1968). Lo anterior
obedece a que es altamente degradable y puede producir toxicidad por la
produccion de amoniaco (NHj3). La cantidad de amoniaco formado a nivel del
rumen depende fundamentalmente de la solubilidad y de la degradabilidad de
las proteinas de la dieta y de la cantidad de NNP ingerido. Si por cualquier
motivo, la concentracion de amoniaco se eleva a valores criticos y se
sobrecarga el sistema a nivel hepatico, el ciclo de la urea se satura, se
acumula amoniaco en el medio interno alterando el metabolismo acido-base
con graves trastornos de alcalosis metabdlica, alteraciones productivas y
reproductivas, hepatosis severas, falta de crecimiento, y a veces muertes

subitas.

Existen diversas formas para modificar la velocidad de disponibilidad de
urea. La urea en la dieta, por ser rapidamente hidrolizable al entrar al rumen,
resulta en un pico de concentracion de amoniaco en las horas siguientes

inmediatas después del consumo. La degradacion ruminal de los carbohidratos



y el crecimiento bacteriano es un proceso mas lento. Una sincronizacion en
estos procesos podria hacer mas eficiente la incorporacion del NNP en proteina

microbiana, y por consiguiente mejorar el uso total del N.

Estudios recientes han demostrado que se puede aumentar 20% la urea
(1.2% de la dieta total) obteniendo beneficios en la digestién de nutrimentos y el
comportamiento del (Milton et al., 1997; Zinn et al., 2003). Lo anterior se explica
ya que estas dietas se caracterizan por poseer una fraccion soluble de rapida
tasa de degradacion ruminal (almidones) y una fraccién de lenta degradacion
ruminal (FDN) la cual puede llegar a representar el 20% de la composicion de la
dieta. Considerando lo anterior, una optimizacion de la retencion de N y de la
digestion de MO en dietas de finalizacion se pudiera favorecer combinando una
fuente de NNP de rapida hidrdlisis (urea) con una fuente de NNP de lenta
liberacion resultando en una optimizaciéon de la energia de la misma. Esto
representa una optimizacion en la alimentacion, ya que se puede aumentar la
cantidad de NNP en la dieta, reduciendo el costo total de la dieta; sobre todo en
las dietas de finalizacibn de ganado de engorda, que contienen un alto

porcentaje de grano (energia).

Con el fin de optimizar el uso de NNP se han desarrollado modificaciones
a la urea, alterandola por medio de coccion, recubrimientos de resina de maiz,
recubrimientos de polimeros y por lipidos. Estas modificaciones han ido
encaminadas a reducir el pico de amoniaco en el rumen y usar las fuentes de
NNP. Una de estas ureas modificadas es el Optigen™ que consiste en urea

cubierta por un polimero que libera lentamente el amoniaco que de acuerdo al



fabricante, que incrementa el crecimiento de las bacterias utilizadoras de fibra y

mejora la eficiencia de la sintesis de proteina microbiana.

Hasta el momento, no existen evidencias, en la informacion revisada, de
estudios realizados en los cuales se evalue la funcion ruminal de este
compuesto en combinacion con diferentes niveles de energia y el potencial
impacto sobre el valor nutrimental en los demas nutrimentos presentes en las

dietas de finalizacién de bovinos de engorda.



HIPOTESIS

1) La inclusion de Optigen™ combinada con urea con diferentes niveles de
energia, tiene efecto sobre la digestion de nutrimentos y funcién ruminal, en

dietas de finalizacion de bovinos de engorda.



OBJETIVO
Evaluar la adicion de una fuente de NNP de liberacion controlada
(Optigen®; Alltech, México) combinada con urea en dietas de finalizacion para
bovinos de engorda con diferentes proporciones de almidon:FDA sobre la

digestion de nutrimentos y funcion ruminal.



Revision de Literatura

Metabolismo proteico en rumiantes

Las proteinas proveen los aminoacidos requeridos para el mantenimiento
de las funciones vitales como reproduccion, crecimiento y lactancia. Los
animales no-rumiantes necesitan aminoacidos pre-formados en su dieta, pero
los rumiantes pueden utilizar otras fuentes de nitrdgeno porque tienen la
habilidad especial de sintetizar aminoacidos y de formar proteina desde
nitrégeno no-protéico. Esta habilidad depende de los microorganismos en el
rumen. Ademas, los rumiantes poseen un mecanismo para ahorrar nitrdgeno:
cuando el contenido de nitrégeno en la dieta es baja, la urea, un producto final
del metabolismo de proteina en el cuerpo, puede ser reciclado al rumen en
grandes cantidades. En los no-rumiantes, la urea siempre se pierde en la orina

(Chalupa, 1977).

Fuentes de amoniaco en el rumen: Las siguientes son las fuentes de
amoniaco en el rumen: a) péptidos y aminoéacidos; b) material nitrogenado
miscelaneo. Sustancias como la urea, acido Urico y nitratos pueden ser
consideradas para una conversion rdpida a amoniaco; acidos nucleicos
disueltos en el liquido ruminal son también degradados extensivamente (Smith,
1979). c) amoniaco derivado de los protozoarios. Los protozoarios excretan
amoniaco como un producto final de su metabolismo intermediario (Leng et al.,

1984). d) N2 Gaseoso. Algo del N2 atmosférico que entra en el rumen con la



dieta puede ser fijado por los microorganismos del rumen como
Metbanobacterium ruminantium, pero la cantidad es probablemente pequefia.

En borregos, por ejemplo, es menos de 0.7 g N/dia (Li Pun et al., 1975).

Proteinas y Nitrogeno No Protéico (NNP)

Las recomendaciones para la concentracion de proteina cruda en las
raciones de vacas lecheras varian entre 12% y 18% para una vaca en la
primera parte de lactancia. Si las dietas de vacas que producen 20 a 25 kg de
leche contienen aproximadamente 16% de proteina cruda, la mayoria de
forrajes y concentrados tienen proteina adecuada. Sin embargo, si la
produccion (leche y/o carne) aumenta, la proteina bacteriana en el rumen puede
resultar insuficiente y fuentes de proteina resistentes a degradacion ruminal
pueden ser necesarias para proveer la cantidad requerida de aminoacidos.
Fuentes tipicas de proteina resistente a degradacién microbiana incluyen
granos cervecerias, granos de destileria y proteinas de origen animal

(subproductos de mataderos, harina de plumas y pescado)(Coleman, 1977).

Por otro lado, nitrégeno no-protéico puede ser utilizado cuando la racion
contiene menos de 12-13% de proteina cruda. Urea es probablemente la fuente
mas popular de nitrégeno no-protéico en las raciones lecheras. Sin embargo,
debe ser utilizado con cautela porque en exceso lleva rapidamente a
intoxicacion con amoniaco. Los alimentos que son mas exitosamente

suplementados con urea son altos en energia, bajos en proteina y bajos en



fuentes naturales de nitrégeno no-proteico. Una lista parcial de tales alimentos
incluye granos de cereales, melaza, pulpa de remolacha azucarera, heno de
pasto maduro y ensilaje de maiz. La urea no debe ser utlizada para
suplementar alimentos ricos en nitrdgeno altamente disponible. Tales alimentos
incluyen harinas de semillas oleaginosas (soya, canola, etc.) forrajes de
leguminosas y gramineas jovenes. Ademas, la urea debe ser limitada a no mas
de 150-200 g/vaca/dia, bien mezclada con otros alimentos para mejorar la
palatabilidad y agregada progresivamente a la racion para permitir una
adaptacion adecuada (Leng, 1984). Una posible forma de incrementar el
aprovechamiento de la urea es controlando la liberacién de esta, por medio del
control de la enzima ureasa. Usando dietas con urea tuvo un efecto detrimental
en la actividad de la flora bacteriana, pero la actividad restante fue mas que

suficiente para degradar la urea en amoniaco (Chalupa et al., 1970).

Transformacion de la proteina en el rumen: De acuerdo a Owens
(1983), las proteinas de los alimentos son degradados por los microorganismos
del rumen via aminoacidos para formar amoniaco y acidos organicos (acidos
grasas con cadenas multiples). El amoniaco también viene de las fuentes de
NNP en los alimentos y de la urea reciclada de la saliva y a través de la pared
del rumen. Niveles demasiado bajos de amoniaco causan una escasez de
nitrogeno para las bacterias y reduce la digestibilidad de los alimentos.
Demasiado amoniaco en el rumen produce una pérdida de peso, toxicidad por

amoniaco y en casos extremos, muerte del animal.



Usualmente una porcion de proteina de la dieta resiste la degradacion en
el rumen y pasa sin ser degradada al intestino delgado. La resistencia a la
degradacion en el rumen varia considerablemente entre fuentes de proteina y

esta afectada por varios factores (Bergen et al., 1967).

Una porcidn de proteina bacteriana es destruida dentro el rumen, pero la
mayoria entra el abomaso pegada a las particulas de alimentos. Los acidos
fuertes secretados en el abomaso paran toda actividad microbiana y las
enzimas digestivas comienzan a separar las proteinas para formar
aminoacidos. Aproximadamente 60% de los aminoacidos absorbidas en el
intestino delgado son derivadas de proteina bacteriana, y el 40% restante es de

proteina no degradada en el rumen (Leng et al., 1984).

Sintesis de proteina bacteriana: McLaren (1960) identificé tres
poblaciones de bacterias en el rumen: bacterias en el liquido ruminal, las
bacterias que se adhieren a las particulas de la digesta, y un grupo
morfologicamente distintas que se adhiere a la pared del rumen. Las bacterias
en el fermento de este dltimo grupo muerto son las células epiteliales
productoras de proteinas de bacterias y amoniaco, que contribuyen mas del
10% de la actividad de la proteasa y gran parte de la actividad de la ureasa en
el liquido ruminal. Otros grupos de bacterias se encuentran en y adjunto a los
protozoos, y por lo menos algunos de ellos son metanégenos (Strumm et al.,

1982) y, presumiblemente, utilizan el hidrogeno producido y difundiendo a
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través de la pared celular por protozoos. Amoniaco, péptidos y aminoacidos son
las principales fuentes de N para las bacterias del rumen, y casi todas las
bacterias utilizan principalmente amoniaco, algunos, sin embargo, también
utilizan los péptidos y aminoacidos (Weller et al., 1974). Los estudios de
seguimiento indican que el 50 y el 80% de N bacteriano se deriva del amoniaco
en el liquido ruminal en el ganado continuamente alimentado en una variedad
de dietas, y el resto presumiblemente se obtiene como péptidos 0 aminoacidos.
Bacterias viables también excretan aminoacidos, en particular glutamico y acido
aspartico, alanina y glicina (Erfle et al.,, 1977). La velocidad de flujo de N
bacteriano fuera del rumen depende de las concentraciones de bacterias en el
liguido y adjunto a las pequefias particulas que se mueven fuera del rumen.
Aunque hay pocas estimaciones satisfactorias de la distribucién de microbios en
estas dos fases, parece probable que el 75% de las bacterias en el rumen
puede estar estrechamente asociado a la porcion particulada de la digesta. Las
concentraciones de bacterias en las dos fases se ven afectadas por la tasa de
crecimiento de las bacterias, por la tasa de pasaje, asi como por la muerte y
descomposicién de las bacterias incluyendo aquellas que son fagocitadas por
protozoos (McLaren, 1960).

La biomasa de los protozoos en el rumen varia en un amplio rango,
dependiendo en gran medida por factores dietéticos. Los protozoos se puede
dividir a grandes rasgos en ciliados grandes y pequefios, entre los que hay
aproximadamente de 50 a 100 veces la diferencia de tamafio. Pocos protozoos
se producen en el rumen de los animales en las dietas altas en grano

(probablemente porque estas dietas suelen producir una de bajo pH del rumen),
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pero con dietas con grano restringido en estos podra superar la proporcién de
10%/ml de fluido del rumen. Los protozoos se han calculado que representan el
40 y el 60% del total de la biomasa microbiana cuando las concentraciones de
los pequefios protozoos superan los 10%/ml o los grandes sobrepasan 10%4/ml.
Las fuentes de N para el crecimiento de los protozoos son la ingestion de los
cloroplastos, la inmersion de las bacterias, y la utilizacion de particulas de
proteina (Weller et al., 1974).

Bergen et al. (1968), Meyer et al. (1967) y Williams y Dinusson (1973)
encontraron que los cambios en la racién no alteran la composicién neta de los
aminoacidos de las bacterias y protozoarios del rumen; ni la digestibilidad de la
pepsina, ni la calidad proteica de la flora bacteriana; tampoco la masa celular
microbiana recuperable total. Sin embargo, esta consistencia en la compaosicion
de amino &cidos no infiere que todas las bacterias ruminales son de similar
calidad proteica ya que Bergen et al. (1967) demostraron que cepas diferentes
de bacterias ruminales con composicién de amino acidos similares tenian una
calidad proteica sustancialmente diferente, esto debido a que no toda la
proteina microbiana es de la misma calidad. Se considera que cuando la
proteina bacteriana es limitada en algin aminoacido esencial, es de baja
calidad; y resulta de menor aprovechamiento que otra que si tiene todos los

aminoacidos en suficiente cantidad (Purser, 1970).
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Factores que afectan la sintesis proteica en el rumen

Fuentes de N y concentracién de amoniaco: Si bien es ampliamente
reconocido que el amoniaco es el principal nutriente nitrogenado para los
microorganismos (aproximadamente el 80% de las especies presentes pueden
crecer con amoniaco como Unica fuente de N), algunas bacterias también
utilizan  aminoacidos y péptidos, y aparentemente dicha presencia de
aminoacidos y péptidos preformados seria esencial para una sintesis eficiente
de proteina microbiana (Chalupa et al., 1970).

Esto lo observaron Milton et al. (1997) cuando experimentaron con 100
novillos y compararon el comportamiento productivo de dos grupos de animales
con distintas fuentes de N, uno con harina de soya y urea (SBM), y el otro con
harina de semilla de algodon (CSM). Los novillos alimentados con SBM
ganaron peso 13% mas rapido y fueron 9% mas eficientes en la conversion
alimenticia que los novillos que recibieron urea. Novillos alimentados con dietas
gue contienen 2,24% de N fueron 4% mas eficientes que los alimentados con
dietas que contienen 1,93% N. Novillos alimentados con dietas CSM subieron
un 6% menos eficiente que los novillos recibir SBM. La suplementacién con
SBM increment6 el suministro de proteina metabolizable y la utilizacion de la

energia en la dieta.

Fuentes de carbohidratos: Koenig et al. (2003) observaron que la
medida de procesamiento de granos y el porcentaje de ensilaje de cebada

afecto la sintesis de proteina microbiana y la digestibilidad de nutrientes. Cuatro
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novillos fueron evaluados con canulas ruminales y duodenales, siendo
alimentados con dos niveles de ensilaje de cebada y dos niveles de
procesamiento del grano (grueso y levemente rolado). Hubo una tendencia en
la mejora de la eficiencia de la sintesis de proteina para las dietas de ensilaje
20%. El escape de N ruminal no microbiano fue mayor, y por lo tanto, el flujo de
proteinas en el intestino fue mayor para las dietas de ensilaje 5%.

Rutas de la pérdida de amoniaco del rumen: a) N-amoniacal
incorporado en las células microbianas. b) flujo de salida de amoniaco. Esto
depende de la concentracion total de amoniaco en el liquido ruminal y la tasa
de flujo de salida de liquido. c) de absorcidon de amoniaco. El grupo de
amoniaco es un centro para estudios del metabolismo de nitrdgeno en el
rumen, y el conocimiento se ha ganado mucho desde la medicion de los flujos
de N a través de este grupo (Leng et al., 1984).

El N amoniacal se pierde irreversiblemente en el liquido ruminal a) por la
incorporacion a las células microbianas que salen del rumen, b) mediante la
absorcion de amoniaco a través de la pared del rumen, y c¢) en el liquido que
pasa fuera del rumen. Una parte de A, B y C se recicla al rumen. Durante los
experimentos en los que amoniaco se infunde en el rumen, el grado de reciclaje
de N depende de la duracion del periodo experimental. El total de los importes
realmente perdidos a través de estas rutas son superiores a las estimadas por
la medicion de la tasa de pérdida irreversible, sin embargo, el error suele ser
pequefio. El amoniaco también se recicla dentro del rumen, la digesta contiene

las secreciones de los microbios que viven y también los productos de las
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células que han sufrido una lisis, los cuales son fermentados (Nolan et al.,
1972).

Metabolismo en el higado y reciclaje de urea: Cuando hay una falta
de energia fermentable o cuando la proteina cruda en la dieta es excesiva, no
todo el amoniaco producido en el rumen puede ser convertido a proteina
microbiana. Un exceso de amoniaco pasa la pared del rumen y esta es
transportada al higado. El higado convierte el amoniaco a urea que esta
liberada en la sangre. La urea en la sangre puede seguir uno de dos caminos:
volver al rumen via la saliva o a través de la pared del rumen o excrecion en la
orina por los riflones (Owens et al., 1983).

Cuando la urea retrodifunde al rumen esta es reconvertida a amoniaco y
puede servir como una fuente de nitrdgeno para el crecimiento bacteriano.
Cuando las raciones son bajas en proteina cruda, la mayoria de urea esta
reciclada y poco se pierde en la orina. Sin embargo, mientras se incrementa la
proteina cruda en la racion, menos urea es reciclada y mas sera excretada en la
orina (Bartley et al., 1976).

El amoniaco en el rumen: El amoniaco es el principal nutriente
nitrogenado para las bacterias del rumen; éstas lo utilizan si existen adecuadas
fuentes de energia, principalmente carbohidratos, para sintetizar los
aminoacidos necesarios para cubrir sus propias necesidades proteicas. Se
estima que del nitrdgeno microbiano del rumen, el 50-80% procede del
amoniaco ruminal. Algunas bacterias también pueden obtener hasta el 20% o el
50% de su proteina de otras fuentes distintas al amoniaco, como péptidos y

aminoacidos (Erfle et al., 1977).
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La absorcion de amoniaco: El amoniaco es absorbido, no sélo desde el
rumen, sino también de otros las partes del tracto gastro-intestinal, como la del
omaso, la parte inferior del intestino delgado, y ciego (McDonald, 1948). La
absorcion de amoniaco se rige tanto por el gradiente de concentracion como
por el pH. Dado que el amoniaco es una base débil con un pKa de 8,8 el
aumento de absorcion de amoniaco en un pH mayor es probablemente el
resultado de un aumento de la cantidad de amoniaco, en relacién con los iones
de amoniaco, que pueden penetrar mas facilmente de las capas de lipidos de la
mucosa del rumen (Davidovich et al., 1977; Rumsey et al., 1970). Una elevacion
del pH del rumen se produce durante la alimentacion con urea como resultado
de la hidrélisis rapida de la urea en diéxido de carbono y amoniaco.
Desgraciadamente, la capacidad tampon alcalina de liquido ruminal no es tan
grande como su capacidad de almacenamiento en bufer de 4cido (Lana et al.,
1998). Asi, las condiciones en el rumen de la urea en la alimentacion favorecen
no sélo a la produccion rapida sino también al aumento de la absorcién de

amoniaco.

Suplementacion con NNP

Se ha demostrado que los rumiantes pueden convertir el nitrégeno no
proteico (NNP) en proteina (Virtanen, 1966). Las fuentes alternas de NNP son
una fuente de reemplazo de proteina atractiva por su bajo costo comparado con
la mayoria de las proteinas naturales. Consecuentemente, numerosos estudios
han evaluado NNP como una fuente suplementaria de nitrogeno (N) para

rumiantes. Urea, la fuente de NNP mas utilizada, es sumamente soluble en
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agua y rapidamente hidrolizable a NH3-N en el rumen (Currier et al., 2004).
Esto puede acarrear una toxicidad de NH3-N si la urea es consumida en
grandes cantidades en un periodo corto de tiempo (Bartley et al., 1976). Por
esta razén, se ha usado el biuret, en detrimento de la urea, ya que el biuret
tiene una hidrolizacidbn mas lenta que la urea y tiene un valor similar en cuanto a
NNP (Coleman et al., 1977).

Recientemente, los investigadores se han interesado en niveles mucho
mas altos de urea en suplementos en el que de 90 a 100% del equivalente de
proteina se suministra de la urea, principalmente en raciones de maiz. Sin
duda, una parte de este nuevo enfoque se debe a un mayor conocimiento de
los factores que ayudan optimizacion de la utilizacion de urea, tales como
harina de alfalfa deshidratada, el azufre, la ingesta del rumen, melaza, almidon

y dietilestilbestrol (McLaren et al., 1960, Chalupa et al., 1977).

Minimizar la degradacion ruminal del N en la dieta, la optimizacion de la
produccién de proteinas del rumen de NNP, y la suplementacién con
aminoacidos resistentes a la degradacion en el rumen es una estrategia logica
para la produccion de proteina animal con rumiantes (Chalupa, 1975). Este
sistema reduce al minimo las pérdidas sufridas en la transformacién de la
proteina dietética a proteina microbiana ruminal, aprovecha los mecanismos
microbianos para la utilizacion de NNP, y demuestra que a un determinado
nivel de consumo de energia, la cantidad de proteina sintetizada en el rumen no
puede ser suficiente para satisfacer las necesidades de la alta productividad de

los animales. La razon principal para la manipulacion de nitrogeno es optimizar
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el flujo de salida y mantener el equilibrio de concentracién amoniacal en los
procesos ruminales. Suponiendo que esto se logra, se puede anticipar si el
animal se puede utilizar cantidades adicionales de NNP, sin embargo, si los
suministros de NNP son adecuados, mediante la manipulacion de la dieta se
puede lograr obtener dietas con igual cantidad de proteina mas eficientes. El
uso de agentes quimicos ha sido un método utilizado para suprimir la
degradacion ruminal de proteinas, aminoacidos y de la urea en amoniaco, y
para aumentar la eficiencia de la produccién de proteina microbiana por

aumento de la tasa de recambio de liquidos del rumen (Owens et al., 1983).

Fuentes de NNP

El NNP se utiliza ampliamente para sustituir la proteina animal en las
dietas de bajo contenido de nitrégeno para rumiantes. NNP, sin embargo, no
suele ser utilizado, en las mismas cantidades como proteina natural. NNP a
menudo cuesta menos que la proteina natural y por lo tanto pueden ser mas
econémico cuando se usan como parte de la proteina requerida (Fonnesbeck et

al., 1975).

Urea: es la fuente mas barata de nitrégeno solido. Es soluble en agua,
se usa como fertilizante y para la nutricion animal. Actualmente se presenta en
el mercado en forma granulada y perlada, siendo esta Ultima la mas
recomendable para el uso animal por su soltura y facilidad para mezclarla con
otros ingredientes. La urea fertilizante, que es mas barata, es higroscopica y se

cuaja con mucha facilidad, lo que hace dificil mezclarla en los piensos sélidos;
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sin embargo, puede utilizarse con los piensos si se afiade en forma de
suspension o de solucién en melaza. Zinn et al. (1994) observaron que la urea
se puede utilizar de manera eficiente como la Unica fuente de de nitrégeno
suplementario en la dietas de alta energia de finalizacién para ganado de
engorda (Cuadro 1). Por otro lado, la eficiencia puede ser optimizada al
aumentar los niveles de urea por encima de lo requerido para favorecer un
maximo desempefio de las bacterias. Ademas de ser un sustituto para la
proteina, la urea puede ayudar a aumentar la GDP, lo cual fue observado por
Zinn et al. (2003), mismos que concluyeron que con la inclusion de 0.8% de
urea se puede optimizar la ganancia de peso (Cuadro 2).

Biuret: Se produce a partir de la urea por calentamiento, y contiene un
41 % de nitrogeno. Es apenas soluble en agua y no es toxico, ya que el
amoniaco se libera lentamente en el rumen (Meiske et al., 1955; Repp et al.,
1955a y 1995b; Berry et al., 1956). Por consiguiente, tiene ventajas concretas
en comparacion con la urea para utilizarlo en los piensos secos. Sin embargo,
es mas caro y hace falta un periodo de adaptacion de 2 semanas a 2 meses,
antes que se obtenga una respuesta en la alimentacion con biuret. Esta
adaptacion se pierde rdpidamente cuando no se suministra biuret. Biuret y la
urea tienen aproximadamente del valor nutricional igual cuando son utilizados
para complementar las dietas para la finalizacién del ganado y borregos, o de
vacas en pastoreo. Biuret es palatable, no téxico, tiene una lenta liberacion de
amoniaco en el rumen, y una baja solubilidad en agua. Por estas razones, es un
NNP deseable para hacer suplementos para rumiantes en pastoreo o

suplementos para los rumiantes alimentados con forrajes de baja en proteina.
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Cuadro 1. Influencia de distintos niveles de urea en dietas de alta energia
en becerros de finalizacion.

Harina de Urea

Variable soya 0.8% 12%  1.6%
Peso Vivo, kg

Inicial 355 356 357 356

Final 404 404 406 406
Ganancia de Peso, g/d 1.41 1.38 1.39 1.43
Consumo de MS, kg/d 7.26 725 7.21 7.15
Consumo de MS:ganacia, g:g 5.26 5.38 5.32 5.16

Fuente: Zinn et al., (1994).
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Cuadro 2. Efecto del nivel de inclusion de urea en el desempefio de

becerros de finalizacién.

Urea en la dieta

Variable 0% 04% 0.8% 1.2%
Peso Vivo, kg
Inicial 250 251 253 253
Final* 365 371 381 377
GDP, kg** 1.37 1.43 1.53 1.48
Consumo de MS, kg/d*** 6.77 6.98 7.30 7.34

* Efecto Lineal, P<0.10
** Efecto Lineal, P<0.05
*** Efecto Lineal, P<0.01

Fuente: Zinn et al. (2003)



21

Biuret es un complemento excelente de NNP para afiadir al ensilado, ya
gue no entra en las reacciones del ensilado ni reduce la calidad de la ensilaje.
Para un mejor aprovechamiento de NNP, la dieta debe contener una fuente
disponible de energia, tienen una relacion de nitrégeno de azufre de alrededor
de 10 a 1, y proporciona fosforo y otros minerales esenciales (Fonnesbeck et
al., 1975).

El biuret con grado de alimentacion (Feed-grade Biuret), es una mezcla
de compuestos nitrogenados, que contiene un minimo de 55% de biuret, un
maximo de 30% de acido cianurico y triuret. Esta combinacion de compuestos
es la que da al final un porcentaje de N de 35-41% (Fonnesbeck et al.,
1975)(Cuadro 3).

Starea: es una fuente de NNP que consiste en una gelatinizacion del
almidon y su mezcla con la urea. Contiene un 85% de almidén de maiz
gelatinizado y 15% de urea. Se ha observado que la starea ayuda a reducir el
pico de amoniaco en el fluido ruminal en comparacién con la urea (Figura 1).
También se ha podido observar que la starea tiene un desempefio similar al de
la urea en becerros de finalizacion (Thompson, 1972).

Acido Urico: Oltjen et al. (1968) y Oltjen et al. (1976) compararon el
acido urico, urea, urato de sodio y urea-fosfato como fuentes de nitrégeno y
observd que el &cido arico era degradado mas lento que los otros compuestos.
Sin embargo, no hubo diferencia en la digestibilidad y retenciéon de N. También
se ha observado que la actividad bacteriana de la uricasa fue iniciada horas
después de que el acido urico fue incluido en la dieta, aun cuando a los

animales no se les habia administrado este compuesto antes. La inconsistencia
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Cuadro 3. Propiedades fisicas y quimicas de los componentes del Biuret
para alimentacion

Propiedad Urea Biuret Triuret Acido Ciandarico
Peso Molecular g/mol 60.06 103.09 146.11 146.11
Densidad g/cm3 1.32 1.47 2.50
Solubilidad en agua g/100ml a

37° >200.0 2.2 <0.1 0.5
Temperatura de

descomposicién, °C 133 193 233 360-400
Contenido de N, % 46.65 40.77 38.35 32.56

Equivalencia de proteina, % (N
X 6.25) 292 255 240 204

(Fonnesbeck et al., 1975)
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en la calidad proteica de los desechos avicolas depende fundamentalmente del
manejo de cada explotacion (alimentacién, animales e instalaciones).

La necesidad de deshacerse de los residuos de las explotaciones
avicolas ha conducido a una busqueda de formas efectivas de desechar estos
residuos de una forma ambientalmente amigable. Diversos estudios reportan
gue estos desechos se pueden usar para alimentacion animal (Noland et al.,
1972; El-Sabban et al., 1970), ya que contienen 30% de PC pero menos del
40% de N esta en forma de proteina. Se ha reportado que del 63 al 87% del
nitrégeno es acido arico (Bhattacharyay Taylor, 1975).

Fosfato diaménico (DAP): Se trata de un polvo cristalino de color
blanco soluble en agua. Contiene 21.4 % de nitrogeno y 23.7 % de fosforo.
Tiene la ventaja, con respecto a la urea, que mejora a la vez el aporte de
fosforo. Se ha encontrado que la adicion de fosfato diamonico en la dieta puede
igualar el nivel de retencion de amoniaco con respecto a la urea, con la ventaja
gue no conlleva a incrementos subitos de amoniaco en la sangre como lo hace
la urea (Russell et al., 1962). Oltjen (1963) comparé la harina de soya, urea y
DAP como fuentes de N en borregos, sin encontrar una mejora en el
rendimiento o digestibilidad por parte del DAP (Cuadro 4). Una razén sugerida
del por qué de la inconsistencia de los resultados del DAP es que el nitrégeno
no esta tan disponible como el caso de la urea y la harina de soya; esto es
debido a que el N es altamente volatil y al humedecerse puede llegar a perder
desde un 10-50% del N.

Polifosfato amonico (APP): Es una fuente comun de fosforo y de NNP

en los suplementos liquidos. Se emplea en forma liquida, ya que tiene la
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Cuadro 4. Resultados de desempeiio de borregos con diferentes fuentes

de N.

Fuente de N doSopa diamenico Ures
Experimento 1

Ganancia diaria de peso, kg 0.68 -1.1 0.33

Ingesta diaria, kg 7.13 4.0 6.16

Eficiencia alimenticia 10.45 18.67
Experimento 2

Ganancia diaria de peso, kg 1.01 0.97

Ingesta diaria, kg 7.35 3.36

Eficiencia alimenticia 7.31 7.64

(Oltjen et al., 1963)
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ventaja, que no es corrosivo. Contiene 11 % de nitrégeno y 16,1 % de fosforo.
Esta fuente de NNP es mas usada como aditivo en la conservacion de forrajes
(ensilaje) en su forma liquida. Colenbrander (1971) observé que la GDP se
incrementd la de las animales al agregar polifosfato aménico al silo de rastrojo
de maiz en un 75% (Ningun aditivo contra APP) (Cuadro 5). Estos resultados
concuerdan por los encontrados por Burroughs et al. (1951) que sugieren que
existe una estimulacion de la digestion de la celulosa y MS por el fosforoy NNP.
Por esto, el APP es usado comunmente en dietas con alto contenido de fibra.

Urea de liberacion lenta: Dado su bajo costo por unidad de N; se han
hecho diversos esfuerzos por reducir la toxicidad de la urea para aumentar su
uso. Una forma de reducir el amoniaco que llega al higado es aumentar el uso
del amoniaco en el rumen al modificar su presencia en el rumen (Taylor 2009b).
Para poder llegar a esto, algunos investigadores han usado inhibidores de
ureasa con resultados inconsistentes. Otra forma ha sido el uso de fuentes de N
de liberacién lenta (ULL). En los udltimos afios se han logrado regular la
liberacién al utilizar cubiertas a base de aceites o polimeros. Las ULL se han
formulado con el objetivo de reducir la toxicidad e incrementar la aceptacion de
suplementos que contienen urea (Owens et al., 1980).

Golombeski (2006) compar6 Ruma Pro, que es urea recubierta por
cloruro de calcio, que permite una liberacion lenta. Se comparé la produccion
lechera de vacas en Dakota del Sur usando urea comin y Ruma Pro, y distintos
niveles de carbohidratos solubles. No se observd diferencia estadistica en

alguna variable con respecto a la fuente de nitrégeno (Cuadro 6).
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Cuadro 5. Desempefio de becerras con rastrojo de maiz, ensilado con APP

o Urea
Rastrojo
Rastrojo  Rastrojo  de Maiz
Rastrojo de Maiz deMaiz + APP +
Variable de Maiz + APP + Urea Urea
Ganancia diaria de peso, kg. 0.24b 0.42a 0.27b 0.32ab
Ingesta diaria de ensilaje, kg. 4.63 5.16 4.9 5.27

Ingesta diaria de ensilaje, % de
peso corporal 1.48 1.64 1.61 1.63

Letras diferentes en el mismo renglon significa que hubo diferencia estadistica
(P<0.05)

(Colenbrander et al., 1971)
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Cuadro 6. Consumo, produccion y composicion de la leche de vacas
suplementadas con dos tipos de urea y fermentabilidad de los

azucares.
ucC* ULL*
Variable AF**  ANF** AF ANF
Consumo de materia seca, kg/d 21.30 21.30 19.70 20.00
Produccion de leche, kg/d 26.70 25.50 26.80 25.60
Grasa en la leche, % 418 451 436 4.48
Proteina en la leche, % 3.73 3.75 3.75 3.74

* UC= Urea comun, ULL= Urea de lenta
liberacion

** AF= Dieta con azlcares fermentables, NAF=dieta sin azlUcares
fermentables

(Golombeski et al., 2006)
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Taylor et al., (2009a) también evalu6 otra ULL; comparando urea (0, .4,
8y 1.2%), y una ULL (0, .4, .8 y 1.2%) y harina de soya. No se pudieron
observar ventajas claras al sustituir la urea por ULL, ademds, esta sustitucion
podria resultar negativa en el desempefio del animal en situaciones de
deficiencia de N (0.4%) y altas concentraciones de N (1.6%). Sin embargo, una
suplementacion intermedia (.8 y 1.2%) afecta de forma similar a la urea el
desempefio animal (Cuadro 7). Esto coincidié con los resultados de Taylor et
al., (2009b), que observaron que el desempefio de los animales era similar,
pero la concentracion de amoniaco en la sangre si se afectaba; habiendo un
pico marcado en el caso de la urea, no asi en el caso de la ULL. Aun asi que
hubo un aumento de amoniaco en el caso de la urea, este incremento no se
considerd téxico porgue no estuvo cerca de los valores considerados como

criticos.

Optigen: Es una fuente de NNP de liberacion controlada. Consiste en
urea cubierta por un polimero que libera lentamente el amoniaco. Esta
caracteristica es deseable principalmente en las dietas que requieren un alto
porcentaje de proteina, ya que permite incluir una mayor cantidad de urea en la
dieta, en forma de Optigen, teniendo un riesgo reducido de toxicidad. Debido a
su reciente introduccién al mercado, este producto ha sido evaluado en distintos
experimentos de desempefio, pero no ha sido evaluado metabdlicamente.

Galo et al. (2003) evaluaron el Optigen 1200 en vacas lecheras,
comparandolo contra harina de soya. Se hicieron tres dietas, con las dos

fuentes distintas de N incrementando la cantidad de Optigen afnadido y el
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Cuadro 7. Efecto de suplementar una dieta basada en ensilaje de .maiz

con diferentes porcentajes de urea convencional y una urea de
liberacion controlada (ULL), en el desempefio y consumo de
becerros en crecimiento

Consumo MS, Ganancia:Consumo,

Variable GDP, kg/d kg/d a:kg
Control

.0 0.85 6.87 123
Urea

.04 1.14 7.54 150
...0.8 1.16 7.64 152
1.2 1.16 7.58 153
...1.6 1.18 7.65 155
ULL

...0.4 1.00 7.20 139
...0.8 1.18 7.53 157
1.2 1.20 7.60 158
..1.6 1.03 7.49 137
Valores de Probabilidad

Fuente 0.07 0.19 0.09
Concentracion 0.03 0.42 0.01
Fuente x

Concentracion 0.04 0.72 0.01

(Taylor et al., 2009).
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porcentaje de PC en la dieta. Se observo que la inclusion de Optigen no mejord
la produccién de los animales en el experimento, y la sustitucion parcial de
fuente de N de Optigen por harina de soya redujo (4%) la produccién de leche
(Cuadro 8).

Tedeschi et al. (2002) evaluaron el Optigen 1200 en 100 novillos Angus y
compararon el desempefio de cuatro lotes con cuatro tratamientos difiriendo en
la fuente de N: 100% urea, 100% Optigen, 66:34 Urea:Optigen (U66034) y
66:34 Optigen:Urea (066:U34). Observaron que hubo una diferencia estadistica
en la GDP entre el tratamiento O100 y U100 en la GDP, siendo U100 superior
por 16% con respecto al 0100. Sin embargo, también observaron que los
tratamientos U66034 y 0O66U34 permitieron GDP similares a las U100. Esto
coincidié con el peso final, siendo estadisticamente mayor 4% este cuando el
tratamiento era U100 en comparacién con O100. Al igual que en GDP, al

combinar las fuentes de N, se obtuvo un peso similar al de U100. (Cuadro 9).
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Cuadro 8. Produccién y composicion de la leche con diferentes fuentes de
N y cantidades de ULL

Variable CP18 0CU* CP18+CU* CP16+CU*
Consumo de materia seca, kg/d 23.6 23.6 23.1
Produccion de leche, kg/d 35.6 34.8 33.8
Grasa en la leche, % 3.8 3.6 3.8

*CP18 OCU: dieta con 18%PC sin Optigen; CP18+CU: dieta con 18% PC con
Optigen; ,CP16+CU: dieta con 16%PC con Optigen.

(Galo et al., 2003)
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Cuadro 9. Desempefio de becerros alimentados con combinaciones de
ureay Optigen.

Tratamientos*

Variable U10000 U66034 U34066 U00O100
Peso Inicial, kg 340 334 335 333
Peso final, kg 542a  533ab 527ab 520b
Ganancia diaria de peso, g/d 1651a 1520ab 1512ab 1419b
Consumo de materia seca, kg/d 9.27 9.64 9.06 9.35

*Los tratamientos son cuatro proporciones de urea (U) y Optigen® 1200 (O)
(100:0, 66:34, 34:66 y 0:100)

(Tedeschi et al., 2002)



Materiales y Métodos

Localizacion del area donde se llevd a cabo el estudio

El estudio se llevo a cabo en la Unidad para Pruebas de Digestion y
Metabolismo de Rumiantes del Instituto de Investigaciones en Ciencias
Veterinarias (IICV) de la Universidad Autonoma de Baja California, a 10 km al
sur de Mexicali, en el noroeste de México. La zona tiene una latitud de 32°40’,
una longitud de 115°28’, una altitud de 10 m sobre el nivel del mar y

condiciones deseérticas.
Caracteristicas de las unidades experimentales

Se utilizaron cuatro novillos Holstein (213+ 4 kg de PV) clinicamente
sanos y habilitados con canulas en el rumen y duodeno proximal (Zinn y
Plascencia, 1993). Las canulas (80 mm di) instaladas en rumen se elaboraron
con el material y el procedimiento descrito por Zinn (2003), mientras que las
utilizadas para el duodeno fueron canulas tipo “T” de 25 mm de diametro interno
y se elaboraron con material de tygon inerte (*USP, Lima, Ohio). Veintiin dias
previo al inicio de la prueba los novillos fueron reimplantados con una
combinacion de 140 mg de acetato de trembolona y 14 mg de benzoato de
estradiol (Revalor H, Intervet/Schering-Plough Animal Health, México City,
México) y consumieron una dieta de finalizacion formulada en base de maiz en
hojuela con una proporcién concentrado:forraje de 80:20. Los novillos fueron

adaptados a las dietas experimentales 7 dias antes de iniciar el experimento.
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Los animales se identificaron mediante aretes con numeracion progresiva del
21 al 24.

Dietas

Los novillos consumieron 4 dietas elaboradas en base de maiz hojuelado
(densidad aproximada de 0.32 kg/L), la composicion y aporte nutrimental
expresado en base MS calculado (NRC, 1996) o determinado en laboratorio se
muestran en el Cuadro 10. Las dietas fueron formuladas para un contenido de
almidén y FDA de 48.0 y 8.0 % para proporcién de 6 (alta, A), de 45y 10% para
proporcién de 4.5 (intermedia, 1) y de 39 y 13% para proporcion de 3.0 (baja, B).
Las raciones fueron elaboradas en la planta de alimentos del 1ICV-UABC. Con
la finalidad de disminuir la variacion del contenido nutrimental y concentracién
final de cromo en las dietas experimentales, cada dieta se elaboré en una sola
ocasion y se almacen6 en cajon de madera con tapa de capacidad de 1m3. La
adicién de cromo y urea fue a través del uso de una premezcla como vehiculo
utilizada al 3.35% de la dieta. La premezcla con cromo y urea fue elaborada en
la planta de alimentos del Desert Research and Extension Center, campo
experimental de la Universidad de California, Davis. La premezcla fue agregada
como cuarto paso posterior a la inclusion del maiz, DDG y residuo de panaderia
y previo a la inclusion de forrajes, grasa y melaza. El tiempo de mezclado fue
de 10 minutos utilizando un mezclador horizontal (Modelo HD-20; HC Davis

Sons Manufactury Co., Bonner Spring, KS) de capacidad de 2.5 m3.
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Cuadro 10. Ingredientes y composicion nutrimental de las dietas
experimentales
Tratamientos !
Concepto UGA OPTU-A OPTU-I OPTU-B
Ingrediente, base MS, %
Maiz en hojuela 58.00 68.00 60.00 55.00
DDGS 15.00 4.00 6.50 7.00
Heno de sudan 6.00 6.00 10.00 12.00
Paja de trigo 4.00 4.00 5.50 8.00
Urea 0.80 0.80 0.80 0.80
Optigen 1200® 1.00 1.00 1.00
Melaza 8.00 8.00 8.00 8.00
Residuo de panaderia 3.50 3.50 3.50 3.50
Grasa amarilla 2.00 2.00 2.00 2.00
Premezcla mineral 2 2.55 2.55 2.55 2.55
Composicion (BMS)
ENm, Mcal/kg 3 2.14 2.14 2.07 2.00
ENg, Mcal/kg 3 1.48 1.48 141 1.34
Proteina cruda, % 4 12.48 13.50 13.70 13.53
Almidén 4 40.80 48.20 44 .90 39.40
FAD, % 4 9.69 8.04 10.80 13.47
Calcio, % 3 0.73 0.78 0.80 0.73
Fésforo, % 3 0.43 0.31 0.33 0.33

! Tratamientos: UGA= urea, OPTU= combinacion urea + Optigen 1200 en dietas con proporcién

de: 5.99 (OPTU-A), 4.15 (OPTU-I) y 2.92 (OPTU-B).
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2 Sal mineralizada conteniendo: 1.80% de roca caliza, 0.40% de Cr,Oz; y 0.35% de sal
mineralizada con: CoSO,, 0.068%; CuSO,, 1.04%; FeSO,, 3.57%; Zn0O, 1.24%; MnSO,, 1.07%;
Kl, 0.052%; and NaCl, 92.96%

3 Estimado utilizando los valores tabulados para cada ingrediente (NRC, 1996).

4 Determinado por andlisis de laboratorio.
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Tratamientos y asignacion a corraletas

Los becerros fueron asignados a corraletas individuales de 12.6 m2 con
comedero individual y bebedero de tazén compartido localizados area cerrada
(indoor) de 54 x 12 m con paredes para libre circulacién de aire. En cada corral
el 30% de la superficie del piso de concreto fue cubierto con un tapete de

material de neopreno (1.25 cm) de espesor para descanso de los novillos.

Los tratamientos consistieron en:

1) Dieta formulada para una proporcion de almidén:FDA de 4.5,
conteniendo 0.80% de urea grado alimenticio como Unica fuente de
NNP (UGA)

2) Dieta formulada para una proporcién de almidon:FDA de 6.0,
conteniendo 0.80% de urea + 1.0% de Optigen 1200® (Alltech,
México) (OPTU-A)

3) Dieta formulada para una proporcién de almidon:FDA de 4.5,
conteniendo 0.80% de urea + 1.0% de Optigen 1200® (Alltech,
México) (OPTU-I)

4) Dieta formulada para una proporcion de almidon:FDA de 3.0,
conteniendo 0.80% de urea + 1.0% de Optigen 1200® (Alltech,

México) (OPTU-B)
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Disefo experimental
Consistio en cuatro tratamientos, bajo un disefio de cuadrado Latino 4x4

bajo el siguiente modelo: Yijk = y +Ai +Pj +Tk +Eijk .

Duracion de la prueba, suministro de Optigen 1200®, alimentacién y

procedimientos de muestreo y analisis de laboratorio.

Duracion de la prueba

La fase experimental consistié en 4 periodos experimentales de 14 dias
(10 dias para adaptacion de dieta y 4 para coleccién de muestras) iniciando el
21 de agosto y finalizando el 15 de octubre del 2009. Las condiciones
ambientales fueron en promedio de 33.2 £ 2.7 °C con minimas de 26.7 y
méaximas de 39.9 °C y de 34.7+ 13.5% de humedad relativa con minimos de

17.8 y maximos de 57.6%.

Suministro de Optigen 1200®

La incorporacion de Optigen 1200® se realizd, a manera de aderezo, en
forma diaria mezclandolo manualmente cada servida de alimento para asegurar
el consumo total programado para cada novillo (1% del alimento consumido). La
cantidad diaria de Optigen 1200® asignada para cada novillo, en cada servida
de alimento, fue pesada en bascula de precisién (Navigator, modelo: N1H110
Cap. 8,100 g). Una vez pesado, el Optigen 1200® se deposité en bolsas

identificadas, de plastico sellable (Ziplock®) hasta su utilizacion.
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Alimentacion

La cantidad de alimento (BMS) se fijo individualmente ajustandolo al
2.2% (4.554 kg/novillo/d en promedio) del PV mermado (PV*0.96). Los novillos
se pesaron en bascula digital tipo ganadera individual capacidad de 1,135 kg
(Fairbanks Scale Mod. FB-1300, KS) a las 0700 h tres dias consecutivos previo
al inicio del experimento. La cantidad de MS de las dietas se determiné un dia
previo a la elaboracion de las raciones y al inicio, a los 7 d y al final de cada
periodo experimental. Las porciones asignadas por animal por servida fueron
pesadas en forma semanal en una bascula digital de precision (Mettler Toledo
SB16100 x 1g). El suministro de las dietas se ofrecié en forma diaria en dos
porciones iguales a las 0800 y a las 2000h. La lectura de comederos se realizo
diariamente a las 7:50 AM previo al ofrecido matutino, no se observaron

rechazos durante el experimento.

Procedimientos de muestreo y analisis de laboratorio

Durante el periodo de coleccion de muestras, las muestras duodenales
(750 mL) y fecales (200 g) se tomaron a cada novillo dos veces al dia durante
los dltimos cuatro dias de cada periodo en los siguientes horarios: Dia 1, 0750 y
1350h; dia 2, a las 0900 y las 1500h; dia 3, a las 1050 y las 1650 h y dia 4, a
las 1200 y las 1800h. Las muestras duodenales se tomaron utilizando
recipientes de plastico de capacidad de 1L (Wide mouth square bottles,

Evenflo®). Las heces se recolectaron directamente del piso mediante espatula.
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Posterior a la coleccién de muestras, las canulas y el area adyacente se lavaron
perfectamente de igual manera el piso fue lavado a presion con agua corriente
hasta la siguiente toma. Las muestras de cada novillo en cada periodo de
coleccién se identificaron y mezclaron con el propésito de formar muestras
compuestas las que se congelaron a -20° C (Kelvinator, KSGW200, 19.4 cf)
para analisis posteriores. Alas 0, 2, 4, y 6 h postconsumo, en el ultimo dia de
cada periodo, se determiné el pH (Orion 261S, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA.)
del contenido ruminal de muestras obtenida de cada novillo (£ 350 mL)
mediante el uso de una bomba de vacio (Cole Parmer Instrument, Vernon Hill,
IL.). El dltimo dia, del tercer periodo experimental, muestras de fluido ruminal se
obtuvieron y mezclaron (por novillo) para aislamiento de bacterias ruminales por
centrifugacién diferencial (Bergen et al.,, 1968). Las muestras de alimento,
duodeno y heces fueron descongeladas, homogenizadas y secadas a 70°C
durante 48 h en estufa de aire forzado (EPS, C3F-2, Orange, CA),
posteriormente se molieron en molino para café (Krups Gx4100), se depositaron
en platillos de aluminio, y se sometieron a temperatura de 105°C hasta peso
constante. Las muestras desecadas se colocaron en frascos de 120 mL
(Qorpak Jars, Fisher Sci.) Las muestras generadas se sujetaron a todos o parte
de los siguientes analisis: Materia seca (MS, estufa desecando a 105°C hasta
peso constante), ceniza, N kjeldhal y N amoniacal de acuerdo con lo estipulado
por la AOAC (1986), almidon (Zinn, 1990), purinas (Zinn y Owens, 1986), FDA
(Goering y Van Soest, 1970), 6xido cromico (Hill y Anderson, 1958) y energia
bruta (EB) (utilizando una bomba calorimétrica adiabatica, Parr Instruments,

Co))
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Célculos y Analisis estadistico

La cantidad de MS que fluyé a duodeno y la excrecion fecal se calcularon
a partir de la cantidad de Cr203 ingerido dividido entre la concentracion (g/g
MS) de Cr203 que aparecio en duodeno y heces respectivamente. La cantidad
de materia organica microbiana (MOM), asi como el nitrdgeno microbiano (NM)
que fluyen al duodeno se calculé con base en los analisis de las bacterias
aisladas en el fluido ruminal, asi como en las muestras obtenidas de duodeno,
usando purinas como marcadores (Zinn y Owens, 1986). La materia organica
fermentada (MOF) en rumen se calculé mediante la resta a la materia organica
consumida (MOC) menos la diferencia cuantitativa observada a nivel duodenal
de la cantidad total de la MO, menos la MOM que ingres6 a duodeno
[MOF=MOC-(MO-MOM)]. ElI N consumido que escapa de la digestion ruminal
(proteina de escape) se consideré como el equivalente al total de N que ingresa
al duodeno menos la suma de las cantidades de N amoniacal y N microbiano

gue fluyeron al duodeno.

El valor esperado de la energia digestible (ED) de las dietas fue estimado
de la siguiente forma: Esperado, ED, Mcal/kg= [(Valor de ED observado para
cada uno de los tratamientos Urea + Optigen/(valor ED observado para la dieta
U/ 2.785)]/ED calculada, donde ED calculada= 3.783, 3.668 y 3.571 para
OPTU-A , OPTU-1y OPTU-B respectivamente, 2.785 es el aporte de ED de la
dieta con urea (UGA), los valores 2.785, 3.783, 3.668 y 3.571 son estimados a
partir del valor de ED de cada uno de los ingredientes que componen cada dieta

experimental (NRC, 1996).
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La informacidon generada se analiz6 segin un modelo lineal para un
disefio en cuadro latino 4 x 4. Los tratamientos fueronTl = urea en dieta
proporcién almidon:FDA intermedia, T2= Optigen + urea dietas proporcién
almidon:FDA alta, T3=Optigen + urea dietas proporcion almidén:FDA intermedia

y T4 = Optigen + urea con dietas proporcion almidén:FDA baja.

Para los tratamientos con presencia de Optigen se estudio el
comportamiento de la inclusién con FDA alta, intermedia y baja a través de
polinomios ortogonales (respuesta lineal y cuadratica). Ademas, se probé el
contraste T1 vs T3 (comparacion de medias ente la urea sola'y su combinacién
en la proporcién intermedia). El componente de variacion animal en el modelo
se consider6 como aleatorio por lo que el modelo lineal resultd mixto y su
analisis fue realizado de aplicar el procedimiento MIXED del paquete SAS 9.2.
En el caso de la variable de respuesta pH se registraron valores a los siguientes
tiempos: 0, 2, 4 y 6 h; entonces, se analizé con un modelo lineal mixto para un
DCL con medidas repetidas en el tiempo evaluando las estructuras de
covarianza: UN, CS, AR(1), y el componente de animal aleatorio. Como los
efectos de interaccidén tratamiento por tiempo resultaron no significativos, se
analizé la variable ph por cada uno de los tiempos definidos con el mismo
procedimiento que el resto de las variables a estudiar. Los efectos de los
tratamientos fueron comparados mediante los siguientes contrastes: 1) UGA vs.
OPTU-Il y 2) polinomios ortogonales para el efecto de la combinacién Optigen

1200® y urea en las distintas proporciones de almidén:FDA de la dieta (efecto
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lineal y cuadratico). Las diferencias entre tratamientos y las tendencias

evaluadas fueron consideradas significativas cuando P<0.05.



Resultados y Discusidn

Los objetivos principales de este estudio fueron el de: 1) Comparar, en
una dieta con proporcion minima de 4.0 de almidon:FDA, la utilizacion de urea
de grado alimenticio (UGA) o la combinacién de urea de grado alimenticio y
urea de lenta liberacion (OPTU-I) sobre la digestion de nutrimentos y la
utilizacion de energia de la dieta y 2) Evaluar el efecto de la combinacion de
urea grado alimenticio y urea de lenta liberaciéon (OPTU) sobre la digestion de
nutrimentos y la utilizacion de la energia de dietas isoproteicas (promedio =
13.57%) conteniendo distintas proporciones (6.0, 4.5 y 3.0) de almidon y FDA.
De acuerdo al andlisis de laboratorio y el consumo observado, las
concentraciones de almidon y FDA resultaron (Cuadro 11) en 40.80 y 9.69%
para UGA, 48.2 y 8.04 para OPTU-A, 449 y 10.80 para OPTU-ly 394 vy
13.47% para OPTU-B. La proporcion consumida (g/g) resultante de almidon:
FDA fue de 4.21 (UGA), 5.98 (OPTU-A), 4.16 (OPTU-I) y 2.92 (OPTU-B). Esto
representa el 93, 99, 92 y 97% de lo proyectado y fue resultado de la posible
variacion del contenido de FDA del heno de sudan. Aun asi, la proporcion
intermedia (UGA y OPTU-I) resulté por encima de la proporcién menor (4.0) de
almidén:FDA que ha resultado en mayores eficiencias (Milton et al., 1997; Zinn

et al., 1994, 2003) para el uso de urea convencional en dietas de finalizacion.

45



46

Cuadro 11. Efecto de la combinacién urea-Optigen en dietas con distintas
proporciones de almidon:FDA sobre digestion de nutrimentos y

ED de la dieta.
Tratamientos? Valor de P?

Concepto OPTU-A OPTU-I OPTU-B EEM Lineal Cuadratico
Consumo, g/d
MS 4,646 4,637 4,469 64
MO 4,419 4,387 4,370 61
Almidon 2,239 2,084 1,761 27
FAD 374 501 602 7
N 100 102 101 1.6
EB, Mcal/d 21.53 21.36 21.01 0.29
Flujo duodeno, g/d
MO 2,546 2,618 2,580 52 0.37 0.13
Almidon 489 459 381 15 <0.01 0.16
FAD 302 367 437 13 <0.01 0.82
N 98.20 101 98.47 2.6 0.86 0.03
NAN 94.68 97.80 9545 0.83 0.54 0.03
NM 61.58 65.70 60.60 1.77 0.30 <0.01
N dietético 33.10 32.10 34.85 1.02 0.21 0.13
Digestion ruminal,%
MO 56.35 55.29 54.85 0.57 0.11 0.69
Almidén 78.18 78.00 78.36 0.62 0.85 0.73
FAD 19.09 26.74 27.42 1.97 0.03 0.20
N dietético 67.02 68.38 65.50 11 0.29 0.11



Eficiencia NM 3 24.19
Eficienciade N 4 0.94

Digestion posruminal, %

MO 64.62
Almidén 94.62
FAD 17.96
N 76.56

Excrecion Fecal g/d

MO 866
Almiddn 26.14
FAD 248
N 22.97
EB, Mcal/d 4.53

Digestion tracto total, %

MO 80.39
Almiddn 98.83
FAD 33.68
N 77.08
ED, % 78.94
ED, Mcal/kg 3.66
Valor de ED 1.00

observada/esperada °

25.07

0.96

63.28
94.78
14.33

77.64

940
23.97
314
22.62

4.65

78.59
98.85
37.37
77.75
78.23

3.60

1.02

23.48

0.94

60.86
94.96
12.68

76.86

1,036
19.91
380
22.73

5.00

76.26
98.87
36.87
77.48
76.26

3.44

1.00

0.37

0.01

1.64
0.33
2.80

1.59

24
1.43
6.24
1.23

0.11

0.64
0.13
0.89
0.59
0.53

0.02

0.007

0.22

0.95

0.16
0.75
0.24

0.68

<0.01
0.02

<0.01
0.73

0.03

<0.01
0.77
0.07
0.55
0.02

<0.01

0.69

47

0.03

0.24

0.80
0.82
0.79

0.17

0.72
0.61
0.98
0.71

0.46

0.73
0.99
0.14
0.43
0.37

0.12

0.07

1 OPTU-A= Urea + Optigen en dieta con alta (5.99) proporcién almidén:FDA, OPTU-I= Urea +
Optigen en dieta proporcién intermedia (4.15) de almidén:FDA, OPTU-B = Urea + Optigen en
dieta con baja (2.93) proporcion almidon:FDA.

2 Nivel de significancia para la proporcion almidén:FDA en los tratamientos de Urea+ Optigen.

3N microbiano en duodeno g/kg de MO fermentada en rumen.
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4N no amoniacal en duodeno g/g de N consumido.

5 El valor esperado fue estimado de la siguiente forma: Esperado, ED, Mcal/kg= [(Valor de ED
observado para cada uno de los tratamientos U+Optigen/(valor ED observado para la dieta
UGA/ 2.785))/ED calculada, donde ED calculada= 3.783, 3.668 y 3.571 para OPTU-A , OPTU-
Iy OPTU-B respectivamente, 2.785 es el aporte de ED de la dieta con urea (UGA; Cuadro 1,
NRC, 1996), los valores 2.785, 3.783, 3.668 y 3.571 son estimados a partir del valor de ED de
cada uno de los ingredientes que componen cada dieta (NRC, 1996).
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Efecto de la combinacion OPTU sobre la proporcidon de almidon:FDA

Los efectos de los tratamientos sobre la digestion de nutrimentos, pH
ruminal y el aporte de la ED de la dieta se muestran en los cuadros 11 y 12.
Como resultado de la diferencia de la composicion quimica (FDA y almidon) de
las dietas que contuvieron la combinacion OPTU, se detectdé un incremento
(componente lineal, P<0.01) del flujo a duodeno de FDA y una disminucion
(componente lineal, P<0.01) del flujo de almidén a medida que la proporcion de
almidon:FDA se disminuyd. La proporcion intermedia (OPTU-I) mostré6 una
respuesta mayor al flujo de NM (componente cuadratico, P<0.01) y de NNA
(componente cuadratico, P=0.03) en duodeno, mientras que no hubo diferencia
(P>0.14) entre tratamientos sobre el flujo duodenal de N alimenticio
promediando 33.4 g/d. Burroughs et al. (1975) proponen que el flujo de NM a
duodeno (g/d) es equivalente al 0.0166 del TND consumido. El valor estimado
de TND (NRC, 1996) para las dietas que contuvieron la combinacion OPTU fue
de 84.31, 81.93 y 79.87 para OPTU-A, OPTU-I, OPT-B, respectivamente;
Entonces, aplicando la ecuacion de prediccion (0.0166*TND*CMS), el flujo de
NM a duodeno esperado es de 65.02, 63.06 y 59.25, esto representa el 106, 96
y 98% de lo observado para OPTU-A, OPTU-I, OPT-B, respectivamente.
Tel6ricamente, para obtener el maximo de crecimiento microbiano se requiere
un minimo de N degradable en rumen, de tal forma que se puede calcular el
requerimiento adicional de urea en dietas que no cubran ese requisito
(0.104TND - PDR/2.8; donde PDR es la proteina degradable en rumen

contenida en la dieta antes de la adicion de urea y expresada como porcentaje;
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Cuadro 12. Efecto de urea o la combinacion de urea-Optigen en dietas
conteniendo una proporcién intermedia de almidon:FDA
sobre digestion de nutrimentos y ED de la dieta

Tratamientos?!

Concepto UGA OPT-I EEM

Consumo, g/d

MS 4,464 4,637 64
MO 4,403 4,387 61
Almidon 1,903 2,084 27
FAD 452 501 7

N 93 102 1.6
EB, Mcal/d 21.69 21.36 0.29

Flujo duodeno, g/d

MO 2,626 2,618 52
Almidén 419 459 15
FAD** 3332 367b 13
N 94.182 101b 2.6
NAN 92.522 97.80b 0.83
NM 61.062 65.70b 1.77
N dietético 31.46 32.10 1.02

Digestion ruminal,%
MO 54.23 55.29 0.57
Almidén 77.98 78.00 0.62

FAD 26.37 26.74 1.97



N dietético 66.22
Eficiencia NM 2 23.24a
Eficienciade N 3 0.99

Digestion posruminal, %

MO 65.84
Almiddn 94.29
FAD 22.47
N 75.55a

Excrecién Fecal g/d

MO 927
Almidon 23.83
FAD 258a
N 23.01
EB, Mcal/d 4.71

Digestion tracto total, %

MO 78.92
Almidon 98.74
FAD 42.99a
N 75.28a
ED, % 78.30
ED, Mcal/kg 364

z)/sls(;rr\(/j:dil[()esperada 4 1.00

68.38
25.07b
0.96

63.28
94.78
14.33

77.64b

940
23.97
314b
22.62

4.65

78.59
98.85
37.37b
77.75b
78.23

3.60

1.02

51

11

0.37

0.01

1.64
0.33
2.80

1.59

24
1.43
6.24
1.23

0.11

0.64
0.13
0.89
0.59
0.53

0.02

0.007

1 UGA= urea en dieta con proporcion intermedia (4.20) de almidén:FDA, OPTU-I= Urea +
Optigen en dieta con proporcion intermedia (4.15) de almidon:FDA.

2N microbiano en duodeno g/kg de MO fermentada en rumen.
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3N no amoniacal en duodeno g/g de N consumido.

4 El valor esperado fue estimado de la siguiente forma: Esperado, ED, Mcal/kg = [(3.668/(valor
ED observado para la dieta UGA/ 2.785))/ED calculada, donde ED calculada = 3.668 para
OPTU-ly 2.785 es el aporte de ED de la dieta con urea (UGA), los valores 2.785 y 3.668 son
estimados a partir del valor de ED de cada uno de los ingredientes que componen cada dieta
(NRC, 1996).

**|_jterales diferentes en hileras difiere P<0.05.



53

Burroughs et al., 1975). Aplicando lo anterior, la urea adicional requerida para
obtener el maximo crecimiento microbiano para los tratamientos OPTU es de solo
el 80% (1.5/1.80%) de la cantidad adicionada. La menor respuesta observada para
OPTU-A puede ser explicado, en parte, a la mayor cantidad de carbohidratos
altamente disponibles de ese tratamiento que no permitié una mejor utilizacién de
la urea de lenta liberacion. De nuevo, OPTU-I mostr6 mayor eficiencia en este
rubro pues resulté 4.2% por encima (65.70/63.06) del valor esperado de maximo

crecimiento microbiano.

No existio diferencia (P= 0.11) entre los tratamientos OPTU en la digestion
ruminal de MO, almidon, N dietético o eficiencia de N (g de NNA en duodeno/ g de
N consumido). La digestion de FDA se aumento a medida que se disminuyo
(componente lineal, P=0.03) la proporcion almidon:FDA. Este comportamiento
obedecio, principalmente al aumento (P< 0.04, Cuadro 12) del pH ruminal
registrado en las horas 4 y 6 postconsumo, mas que al efecto de la combinacién
OPTU en si. Como consecuencia de una mayor (P<0.01) produccion microbiana,
sin diferencia (P= 0.11) en la tasa de digestion ruminal de la MO, la eficiencia
microbiana fue mayor (componente cuadratico, P=0.03) para OPTU-I. No existié
diferencias (P= 0.16) entre los tratamientos OPTU en la digestion posruminal de la
MO, almidén, FDA o N. A nivel de tracto total, la digestion de almidon, FDA 'y N no
fue diferente (P= 0.07) entre tratamientos OPTU. Como resultado de la diferencia
del contenido de almidén en las dietas, la digestion de MO y la ED de la dieta se

disminuyé a medida que se disminuyé (componente lineal, P<0.01) la proporcién
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almidon:FDA. Sin embargo, la proporcion de OPTU-I tendié a mejorar (P=0.07) la

ED de la dieta en 2%.

Urea vs. combinacion OPTU-I.

Tal como fue proyectado, la proporcion almidén:FDA contenida en el
tratamiento de urea (UGA) fue muy similar a aquella contenida para OPTU-I (4.20
vs. 4.16). Los efectos de los tratamientos sobre la digestion de nutrimentos, pH
ruminal y ED de la dieta se muestran en los cuadros 2 y 3. Comparado con UGA,
OPTU-I consumié mayor (8.8%, P<0.01) cantidad de N y de FDA (13.3%, P<0.01),
sin diferencia (P>0.05) en resto de los componentes consumidos. El flujo de N a
duodeno fue mayor (7.2%, P<0.01) para OPTU como resultado de un mayor
(5.7%, P<0.01) flujo de NNA y de NM (7.6%, P<0.01). No hubo diferencias entre
tratamientos sobre la digestion ruminal de la MO, FDA, almidén y N. Sin embargo,
OPTU mostré6 una mayor (7.9%, P =0.02) eficiencia microbiana y tendi6 (3%,
P=0.08) a una menor eficiencia proteica. De acuerdo a la relacion de produccion
microbiana y el consumo de TND, la produccion de NM para UGA fue del 97% de
lo proyectado, comparado con el 104% registrado para OPTU-I. Se ha sostenido
que la produccion de NM es, entre otros, un resultado de la sincronizacion entre la
velocidad de hidrolisis de carbohidratos y la velocidad en que el N-NH3 es
producido durante la hidrélisis de los compuestos N en rumen (NRC, 1985;
Orskov, 1992), la diferencia en produccion microbiana observada entre UGA y
OPTU-I, podria explicarse por la posible mejor sincronia observada para la dieta
OPTU-I. La combinacion mejoré (2.8%, P=0.02) la digestion posruminal del N sin

diferencia en la digestion de los otros componentes evaluados. A nivel de tracto
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total, no existié diferencia (P= 07) en la digestion de MO, almidén y la ED de la
dieta. Sin embargo, OPTU incrementé (2.9%, P<0.01) la digestion de N y
disminuy6 (13%, P<0.01) la digestion de FDA. La mayor digestiéon de N a nivel de
tracto total es un reflejo de una mayor digestibilidad del N suplementario (Optigen
1200) y una mayor contenido de PC (8.8%) de la dieta OPTU como resultado de la

inclusion adicional de Optigen 1200.

Comparado la ED observada vs. la esperada (NRC, 1996), la ED de la dieta
con urea correspondio al 1.00, mientras OPTU-I tendié a mejorar (2%, P=0.07) la
ED de la dieta. De acuerdo a la formulacion (NRC, 1996), la concentraciéon
esperada de ED de la dieta UGA es 3.2% (0.117 Mcal/kg) mayor, sin embargo, la
diferencia observada fue solo de 1.1% (0.04 Mcal/kg, Cuadro 11). Este cambio
representa una mejoria en 0.077 Mcal/kg de ED para OPTU-I. Considerando
qgue:1) El aporte de ED en las dietas UGA y OPTU-I esta dado principalmente por
los cambios en la participaciéon de maiz y DDG, 2) que el DDG contiene similar
energia que el maiz en hojuela (Depenbusch et al., 2008; Uwitze et al., 2010) y 3)
qgue la diferencia de contenido de DDG + maiz entre UGA y OPTU es 6.5% (la
suma de participacion de maiz y DDG en la dieta UGA es 73%, mientras que para
la dieta OPTU-I es de 66.5%, Cuadro 10), entonces, el cambio en la ED de la
combinacién OPTU en la dieta intermedia represent6 el equivalente a incrementar

un 4.3% [(0.117-0.04)/(0.117/6.5)] de grano de la dieta.

Aln y cuando OPTU-I contuvo 80% mas de NNP en la dieta (1.80 vs.1.00), el
pH ruminal fue muy similar (P=0.19) entre ambos tratamientos promediando 6.48,

5.86, 6.16 y 6.42 para las lecturas de 0, 2, 4 y 6 h postconsumo. Estudios previos
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(Zinn et al., 1994) informan que el incrementar los niveles de urea de 0.40 a 1.60%

no afecta (P>0.10) el pH ruminal.



CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se llevd a cabo el experimento, la combinacién
urea y Optigen 1200® resulta en efectos positivos en el flujo de NM, eficiencia de
fermentacion y ED de la dieta; sin embargo, estas ventajas aparentemente solo se
observan cuando existe cierta proporciéon (rango = 4.0 a 4.2) de almidon:FDA en la
dieta. Proporciones mayores 0 menores no ofrecio ventajas sobre ninguno de los
parametros evaluados. Es necesario seguir investigando sobre los factores
dietéticos 6ptimos en la cuales se pueda obtener un maximo provecho del uso de

fuentes de NNP de lenta liberacion.
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