UNA MEZCLA DE UREA, BIURET Y SUBPRODUCTOS QUE CONTIENEN N
CREADOS DURANTE LA PRODUCCION DE BIURET COMO UNA FUENTE
ALIMENTICIA DE NITROGENO NO PROTEICO PARA RUMIANTES Y USOS DE
ESTA

CAMPO TECNICO
La presente divulgacion se refiere al campo de fuentes alimenticias de nitrdgeno no
proteico (NNP), mas en particular, una mezcla de urea, biuret y subproductos que
contienen N creados durante el proceso de condensacion de urea, o dicho de otro modo,

durante la produccion de biuret, en un suplemento alimenticio para rumiantes.

ANTECEDENTES

Los rumiantes se definen como mamiferos herbivoros ungulados grandes que
pastorean o ramonean que son capaces de adquirir nutrientes de pienso de origen
vegetal al digerirlos en un estdbmago especializado que tiene cuatro compartimentos,
uno de los cuales es el rumen. Gracias a las acciones microbianas en el rumen antes
de la digestién, los rumiantes tienen la capacidad Unica de usar fuentes de proteina (de
baja calidad) y también fuentes de nitrégeno no proteico (NNP). Las fuentes de NNP
proporcionan nitrégeno para rumiantes, especialmente en dietas bajas en proteinas.
Esto les da a los animales rumiantes una ventaja competitiva por sobre otros animales
domésticos. La relacion simbdlica con la microflora del rumen les permite a los rumiantes
suprareciclar nutrientes para producir proteinas animales altamente nutritivas, mediante
una fermentacién pregastrica eficiente del pienso, lo que ocurre en el reticulorumen, el
compartimento mas grande de su tubo gastrointestinal. Los rumiantes proporcionan un
ambiente Optimo para que los microorganismos se desarrollen, y estos, a su vez, le
suministran al huésped rumiante proteina cruda microbiana, que es de alta calidad en
términos de suplemento de aminoéacidos. En sistemas de produccion de carne vacuna
y lacteos, la proteina cruda microbiana sintetizada en el rumen proporciona la mayoria
de la proteina metabolizable que necesita el animal.

Una mayor utilizacion de nitrégeno (N) para la sintesis bacteriana y la captura de N
alimenticio en productos anabdlicos, en particular, aminoacidos absorbidos, puede
verse influenciada por la manipulacion alimenticia, principalmente por los niveles de
energia en la racion. Sin embargo, existe un limite maximo para la eficiencia general del
proceso: un maximo de 50 a 60 % de N alimenticio, 0 70 a 90 % de N digerido aparente

se convertird en aminoacidos y se liberara a la vena porta. Por esta razon, en particular



en dietas para ganado vacuno, es extremadamente importante evaluar la cinética 6ptima
de la liberacion de N en fuentes de NNP para cada fuente de energia (por ejemplo, dieta
de forraje basal, subproductos suplementarios, etc.) para maximizar la utilizacién de N
y minimizar la excrecion.

En la mayoria de los sistemas de produccion de carne vacuna, hay disponibles varios
granos y subproductos de granos como fuentes de proteina suplementarias. Sin
embargo, por cada kg de N suministrado, es casi imposible competir con los costos
menores de proteina cruda suplementaria en forma de NNP.

En efecto, el nitrdgeno no proteico, principalmente en forma de urea, se conoce como
una fuente rentable de nitrégeno suplementario (N) en la produccién para rumiantes. La
urea comercial/de calidad para pienso en general contiene solo rastros de biuret, en
donde el contenido de biuret no excede 1,0 % en peso. No obstante, la urea
generalmente no se incluye en mas de 1 % en peso de la dieta. Toda carencia de
proteina en una dieta o programa de suplementos se cubre con suplementos a base de
urea en forma de cubos de pastura, suplementos liquidos o en pelets y cubetas. Aparte
de urea, otros compuestos quimicos que forman amoniaco tales como sulfato de amonio
se han usado en la formulacion de dietas ruminales para reemplazar parte de las fuentes
de proteina vegetal y para proporcionar cantidades adecuadas de proteina degradable
ruminal para una mejor eficiencia en la digestion de fibra y la sintesis de proteina
microbiana. Sin embargo, el uso de NNP habitualmente se ve limitado por la veloz tasa
de liberacién de N en el rumen de un (animal) rumiante en forma de amoniaco. Si la
liberacion de amoniaco en el rumen excede la capacidad de uso de la microbiota
ruminal, este exceso de N se excretarda, con la consiguiente pérdida de energia y
eficiencia de N. Ademas, si la concentracion de amoniaco sobrepasa la capacidad de
excrecion del higado del rumiante, puede ocurrir intoxicacion por amoniaco o la muerte.
En consecuencia, en el arte previo se apunté a mejorar el uso de NNP para reducir la
tasa de liberacién de N en el rumen. En los dltimos afios, se desarrollaron y se probaron
varios productos de urea de liberacion lenta en la nutricién de rumiantes, por ejemplo, a
través de medios fisicos, tal como mediante la aplicacién de un recubrimiento, con
resultados variables. La aplicacion de un recubrimiento con el objetivo de obtener
liberacién lenta significa agregar grasa, cera o similares a la fuente de NNP. Esto tiene
la desventaja de que el contenido de NNP esta diluido. Asimismo, un recubrimiento
aumenta el costo de produccién de una fuente alimenticia de N en dietas para ganado
gue deberian ser rentables. Otra solucién es aplicar medios quimicos, tales como usar

biuret puro. La desventaja del biuret puro es que la produccidn de este es muy costosa,



ya que el tiempo de calentamiento para obtener el biuret puro a partir de urea se tiene
que extender mucho.

Ademas, actualmente existe un interés creciente en disminuir el impacto ambiental de
la produccién de rumiantes, que incluye carne vacuna y lacteos, y se aplican muchas
estrategias para alcanzar este objetivo.

En los sistemas de alimentacion de rumiantes actuales, la produccion de metano (CHa)
es una consecuencia inevitable de la digestion fermentativa. El consorcio microbiano del
rumen debe desechar el hidrégeno que se produce durante la fermentacion. De lo
contrario, el hidrégeno se acumularia en el rumen y de esta manera inhibiria la
fermentacion de piensos ingeridos. Por lo tanto, al sistema microbiano del rumen se le
proporcionan metandgenos que reducen el diéxido de carbono (CO2) a metano.

El mayor sumidero (de electrones) de hidrégeno en el rumen es metano producido por
la reduccién de diéxido de carbono mediante el uso de coenzimas reducidas, tales como
NADH como la fuente de electrones. Sin embargo, el metano es una pérdida de energia
para los rumiantes y un gas de efecto invernadero potente, que tiene un potencial de
calentamiento global 28 veces mayor que el didxido de carbono.

A nivel mundial, los rumiantes producen alrededor de 80 millones de toneladas de
metano anualmente, lo que representa alrededor de 28 % de las emisiones de metano
antropogénico. En consecuencia, es altamente prioritaria la adopcién de practicas de
manejo de rumiantes que producen mayores reducciones de liberacion de metano.

Un objetivo de la presente divulgacion es proporcionar fuentes de NNP para rumiantes,
tales como una composicion de suplemento alimenticio para rumiantes que supera las
limitaciones del arte previo conocido, Util para mejorar la fermentacién ruminal, la
productividad y el rendimiento de los animales rumiantes, y la emision de metano
entérico, especialmente en dietas baja en proteinas crudas, que proporciona N
oportunamente, de manera tal que se mejore el crecimiento microbiano en el rumen 'y

se mejore la produccion de energia que genera compuestos.

SINTESIS
En general, la presente divulgacién se refiere a una composicion o mezcla que
comprende biuret, urea y subproductos que contienen N de la produccién de biuret a
partir de urea, y usos de estos y métodos relacionados con estos. Las expresiones
“composicion de NNP”, “mezcla de NNP” y “composicion que comprende urea, biuret y
subproductos que contienen N de la produccion de biuret a partir de urea” generalmente

se utilizan de manera indistinta en la presente, y se refieren a una composicién o



composicion de NNP de acuerdo con la presente divulgacion, como se indica mas en
detalle en la presente.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente divulgacion, se divulga el uso de una
mezcla o composicién de biuret, urea y subproductos que contienen N de la produccién
de biuret a partir de urea como una fuente de NNP en una composicion de suplemento
alimenticio para rumiantes para reducir la emision de metano producida por un animal
rumiante. Se ha observado que la suplementacién de un pienso para rumiantes con
urea, biuret y subproductos que contienen N de la produccién de biuret a partir de urea
como una fuente de NNP, reduce la produccién de metano entérico y la emision de
animales rumiantes sin comprometer o incluso mejorar su rendimiento, en particular, en
comparacion con una dieta o pienso para rumiantes suplementados con urea como
fuente de NNP.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente divulgacion, se divulgé el uso de
una mezcla de biuret, urea y compuestos menores que contienen N creados durante el
proceso de condensacion de urea como una fuente de NNP en una composicién de
suplemento alimenticio para rumiantes para disminuir la relacion de acetato con
respecto a propionato producida por microbios del rumen en un rumiante. Dicho de otro
modo, se divulga el uso de una composicién que comprende biuret, urea y subproductos
que contienen N de la produccion de biuret a partir de urea como una fuente de NNP en
una compaosicién de suplemento alimenticio para rumiantes para disminuir la relacién de
acetato con respecto a propionato producida por microbios del rumen en un rumiante,
en particular, en comparacién con una dieta o pienso para rumiantes suplementados
con urea como fuente de NNP.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente divulgacion, se divulgé el uso de una
mezcla de biuret, urea y compuestos menaores que contienen N creados durante el
proceso de condensacion de urea como una fuente de NNP en una composicién de
suplemento alimenticio para rumiantes para mejorar la eficiencia de la sintesis de
proteina microbiana (EMPS). Dicho de otro modo, se divulga el uso de una composicion
gue comprende biuret, urea y subproductos que contienen N de la produccion de biuret
a partir de urea como una fuente de NNP en una composicién de suplemento alimenticio
para rumiantes para mejorar la eficiencia de la sintesis de proteina microbiana (EMPS),
en particular, en comparacion con una dieta 0 pienso para rumiantes suplementados
con urea como fuente de NNP.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente divulgacion, se divulgo el uso de una

mezcla de biuret, urea y compuestos menores que contienen N creados durante el



proceso de condensacion de urea como una fuente de NNP en una composicion de
suplemento alimenticio para rumiantes para aumentar la digestibilidad de la materia
seca (DM) y la materia organica (OM). Dicho de otro modo, se divulga el uso de una
composicion que comprende biuret, urea y subproductos que contienen N de la
produccién de biuret a partir de urea como una fuente de NNP en una composicion de
suplemento alimenticio para rumiantes para aumentar la digestibilidad de la materia
seca (DM) y la materia organica (OM), en particular, en comparacién con una dieta o
pienso para rumiantes suplementados con urea como fuente de NNP.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente divulgacion, se divulga el uso de
una composicion de suplemento alimenticio para rumiantes que comprende urea, biuret
y subproductos que contienen N de la produccion de biuret a partir de urea como una
fuente de NNP para mejorar la ingesta de materia seca (DMI) de animales rumiantes,
en particular, en comparacion con una dieta 0 pienso para rumiantes suplementados
con urea como fuente de NNP.

El solicitante descubri6 inesperadamente que al usar una combinacion de urea, biurety
compuestos menores gue contienen N creados durante el proceso de condensacion de
urea para formar el biuret (también denominado “subproductos de la produccion de
biuret basada en urea” o “subproductos que contienen N de la produccién de biuret a
partir de urea”), la fermentacion ruminal se altera directamente de manera que se
disminuye la produccién de metano entérico, disminuye la relacién de acetato con
respecto a propionato, asi como también mejora la eficiencia de la sintesis de proteina
microbiana. También se descubrié que aumenté la digestibilidad de DM y OM, y que
aumento la ingesta de materia seca del animal rumiante, en particular, en comparaciéon
con una dieta o pienso para rumiantes suplementados con urea como fuente de NNP.
De acuerdo con un posible uso de acuerdo con la presente divulgacion, la mezcla o
composicion comprende entre 30 — 60 % en peso de urea y entre 30 y 60 % en peso de
biuret, en donde el % en peso es en funcion del peso total de la mezcla o composicion.
Méas en particular, la mezcla o composicion comprende entre 35y 55 % en peso de urea
y entre 35y 50 % en peso de biuret, en donde el % en peso es en funcién del peso total
de la composicion. Incluso mas en particular, la mezcla o composicion comprende entre
37y 52 % en peso de urea y entre 39 y 46 % en peso de biuret, en donde el % en peso
es en funcion del peso total de la composicion.

En un uso particular de acuerdo con la presente divulgacion, la composicion comprende
entre 5y 30 % en peso de subproductos que contienen N de la produccion de biuret a

partir de urea, en funcién del peso total de la composicion.



En un uso especifico de acuerdo con la presente divulgacién, la composicién de
suplemento alimenticio para rumiantes comprende ademas:

- entre 2,5y 8 % en peso de triuret y/o

- entre 0,1y 5 % en peso de amelida y/o

- entre 2,5y 15 % en peso de acido cianurico y

- entre 0,1y 2,0 % en peso de humedad,

en funcion del peso total de la composicion.

De acuerdo con un uso especifico adicional de acuerdo con la presente divulgacion, la
mezcla comprende ademas

- entre 3y 6 % en peso de triuret y/o

- entre 0,5y 3 % en peso de amelida y/o

- entre 3y 10 % en peso de acido cianurico y

- entre 0,1y 1,5 % en peso de humedad.

Otro aspecto de la presente divulgacién proporciona una composicion de pienso para
rumiantes que comprende uno o mas ingredientes nutricionales y un NNP que
comprende biuret, urea y subproductos que contienen N de la produccién de biuret a
partir de urea. En algunas formas de realizacion, la composicion de NNP comprende (a)
entre 30 y 60 % en peso de urea; (b) entre 30 y 60 % en peso de biuret; y (c) entre 5 %
en peso y 30 % en peso de subproductos que contienen N de la produccidn de biuret a
partir de urea, en funcion del peso total de la composicion de NNP. Mas en particular, la
composicion de NNP comprende (a) entre 37 y 52 % en peso de urea; (b) entre 39 y 46
% en peso de biuret; (c) entre 3 % en peso y 6 % en peso de triuret; (d) entre 0,5y 3 %
en peso de amelida; y (e) entre 3y 10 % en peso de acido cianurico, en funcién del peso
total de la composicion de NNP. En algunas formas de realizacién, el uno o mas
ingredientes nutricionales forman una racion nutricionalmente equilibrada o una racion
basal para un rumiante.

De acuerdo con un aspecto relacionado adicional de la presente divulgacion, se divulga
un método para reducir las emisiones de metano entérico de un animal rumiante, en
donde dicho método comprende administrar al animal rumiante una composicién de
NNP de acuerdo con la presente divulgacién, que comprende biuret, urea y
subproductos que contienen N de la produccién de biuret a partir de urea, en donde la
composicion comprende entre 30 y 60 % en peso de ureay entre 30 y 60 % en peso de
biuret. Se descubrié que las emisiones de metano entérico del animal rumiante,
expresado como g de metano/kg de ingesta de materia seca o g de metano/kg de

ingesta de materia organica, se reduce en al menos 5 %, en particular, en al menos 10



%, tal como en alrededor de 15 %, cuando la composicion de NNP se administra a un
rumiante como fuente de NNP en comparacion con una dieta que comprende urea como
fuente de NNP.

De acuerdo con un aspecto relacionado adicional de la presente divulgacién, se divulga
un método para disminuir la relacién de acetato con respecto a propionato producida
por microbios del rumen en un animal rumiante, en donde dicho método comprende
administrar al animal rumiante una composicion de NNP de acuerdo con la presente
divulgacion, que comprende biuret, urea y subproductos que contienen N de la
produccion de biuret, en donde la composicion de NNP comprende entre 30 y 60 % en
peso de urea y entre 30 y 60 % en peso de biuret. Se descubrié que la relacion de
acetato con respecto a propionato producida por microbios del rumen en un rumiante,
particularmente calculada mediante una fermentacion in vitro, tal como una
fermentacion de flujo continuo con fluido del rumen para simular la fermentacion ruminal,
se disminuye en al menos 5 %, en particular, en al menos 10 %, tal como en alrededor
de 20 %, cuando la composicion de NNP se administra a un rumiante como fuente de
NNP en comparacién con una dieta que comprende urea como fuente de NNP.

De acuerdo con un aspecto relacionado adicional de la presente divulgacién, se divulga
un método para mejorar la eficiencia de la sintesis de proteina microbiana (EMPS) por
microbios del rumen en un animal rumiante, en donde dicho método comprende
administrar al animal rumiante una composicién de NNP de acuerdo con la presente
divulgacion que comprende biuret, urea y subproductos que contienen N de la
produccién de biuret a partir de urea, en donde la composicién de NNP comprende entre
30y 60 % en peso de urea y entre 30 y 60 % en peso de biuret. Se descubrié que la
EMPS, particularmente calculada mediante una fermentacion in vitro con fluido del
rumen para simular la fermentacién ruminal aumento6 en al menos 5 %, en particular, en
al menos 10 %, cuando la composicion de NNP se administra a un rumiante como fuente
de NNP en comparacién con una dieta que comprende urea como fuente de NNP.

De acuerdo con un aspecto relacionado adicional de la presente divulgacion, se divulga
un método para aumentar la digestibilidad de la materia seca (DM) y la materia organica
(OM), en donde dicho método que comprende administrar al animal rumiante una
composicion de NNP de acuerdo con la presente divulgacion que comprende biuret,
urea y subproductos que contienen N de la produccién de biuret, en donde la
composicion de NNP comprende entre 30 y 60 % en peso de urea y entre 30y 60 % en

peso de biuret.



De acuerdo con un aspecto relacionado adicional de la presente divulgacién, se divulga
un método para aumentar la ingesta de materia seca (DMI) de un animal rumiante, en
donde dicho método comprende administrar al animal rumiante una composicién de
NNP de acuerdo con la presente divulgacion que comprende biuret, urea y subproductos
que contienen N de la produccién de biuret, en donde la composicion de NNP
comprende entre 30 y 60 % en peso de urea y entre 30 y 60 % en peso de biuret. Se
descubrié que la DMI, expresada en kg de DM/dia, aumenta en al menos 5 % cuando
la composicion (de NNP) se administra a un rumiante como fuente de NNP en
comparacion con una dieta que comprende urea como fuente de NNP.

En formas de realizacion particulares, la composicion de NNP de acuerdo con la
presente divulgacion y administrada en los métodos de acuerdo con la presente
divulgacion comprende entre 35y 55 % en peso de urea y entre 35y 50 % en peso de
biuret, en funcién del peso total de la composicion, mas en particular, comprende entre
37 y 52 % en peso de urea y entre 39 y 46 % en peso de biuret, en funcion del peso
total de la composicion.

En formas de realizacién particulares, la composicion de NNP de acuerdo con la
presente divulgacion y administrada en los métodos de acuerdo con la presente
divulgacion comprende ademas entre 5y 30 % en peso de subproductos que contienen
N de la produccion de biuret a partir de urea, en funcién del peso total de la composicion.
En formas de realizacién particulares, la composicion de NNP de acuerdo con la
presente divulgacion y administrada en los métodos de acuerdo con la presente
divulgacion comprende entre 2,5y 8 % en peso de triuret, y/o entre 0,1y 5 % en peso
de amelida y/o entre 2,5y 15 % en peso de &cido ciandrico, y entre 0,1y 2,0 % en peso
de humedad, en funcion del peso total de la composicién, mas en particular, en donde
la composicion comprende entre 3y 6 % en peso de triuret, y/o entre 0,5y 3 % en peso
de amelida, y/o entre 3y 10 % en peso de acido ciandrico, y entre 0,1y 1,5 % en peso
de humedad, en funcion del peso total de la composicion.

En algunas formas de realizacion, los métodos de acuerdo con la presente divulgacién
comprenden ademas las etapas de preparar 0 proporcionar una composicion de
suplemento alimenticio para rumiantes que comprende la composicién de NNP, o
preparar 0 proporcionar una composicion de pienso para rumiantes que comprende la
composicion de NNP, y administrar el suplemento alimenticio para rumiantes o la
composicion de pienso para rumiantes al animal rumiante. Mas en particular, la
composicion de NNP, que comprende biuret, urea y subproductos que contienen N de

la produccion de biuret de acuerdo con la presente invencion estd presente en la



composicion de pienso para rumiantes en una concentracion entre 0,5 y 4 % en peso,
mas en particular, entre 0,5y 3,5 % en peso o entre 0,5y 3 % en peso, incluso mas en
particular, entre 1y 2,5 % en peso, en donde el % en peso es en funcién de la base de
materia seca total de la composicibn de pienso para rumiantes. En particular, la
composicion de pienso para rumiantes comprende ademas uno o0 mas ingredientes
nutricionales, en donde el uno o mas ingredientes nutricionales forman una racion
nutricionalmente equilibrada o una racion basal para un animal rumiante.

Cabe destacar que los diferentes métodos de acuerdo con la presente divulgacién son
métodos no terapéuticos.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra un grafico de la produccién de gas acumulado de 6 productos
originales diferentes que contienen nitrégeno, en particular, urea sin recubrir (A), urea
recubierta (B), biuret (D), triuret (E), amelida (F) y &cido ciandrico (G), y una mezcla de
acuerdo con la presente divulgacion (C) sobre una base isonitrogenada con respecto a
un blanco (H) durante 72 horas de incubacién in vitro.

La figura 2 muestra una descripcién general de las reacciones involucradas en la
produccién de biuret a partir de urea, lo cual incluye la formacion de subproductos que

contienen N.

DESCRIPCION DETALLADA

Los inventores de la presente descubrieron que una composicion (o mezcla) de NNP
especifica para rumiantes, que comprende urea, biuret y uno o mas subproductos que
contienen N de un proceso de condensacion de urea o proceso de produccion de biuret,
tiene muchas ventajas al alimentar a un rumiante como una fuente de NNP,
particularmente en comparacion con un rumiante alimentado con urea como una fuente
de NNP. Ademas, para las diferentes formas de realizacion y aspectos previstos en la
presente, la composicion de NNP o mezcla de NNP de acuerdo con la presente
divulgaciéon supera significativamente a la urea como una fuente de NNP (en
comparacion con un rumiante alimentado con una dieta sin fuente de NNP).

Las ventajas de una composicion de NNP de acuerdo con la presente divulgacion son
en particular:

(1) reduccién de las emisiones de metano entérico de animales rumiantes. La reduccion
de la produccion o emisiones de metano de animales rumiantes se puede evaluar in vivo

al determinar las emisiones de metano de un rumiante alimentado con una dieta



particular, por ejemplo, usando la técnica del trazador SFs, como se describe, por
ejemplo, en el ejemplo 3, en donde las emisiones de metano se pueden expresar como
g de metano emitido por kg de materia seca ingerida o por kg de materia organica
ingerida. De manera alternativa, las emisiones de metano se pueden analizar al evaluar
la produccién de metano en incubaciones de cultivo in vitro de fluido ruminal, como se
describe, por ejemplo, en el ejemplo 4, en donde la produccién de metano se puede
expresar como mM, ml 0 mg de metano producido por g de materia organica incubada
o digerida;

(2) disminuy6 la relacion de acetato con respecto a propionato producida por los
microbios del rumen. El contenido de acetato y propionato se puede determinar
mediante cromatografia de gases de los &cidos grasos volatiles (VFA) en una muestra,
como entiende una persona del oficio de nivel medio. En algunas formas de realizacion,
la muestra se obtiene mediante una fermentacion in vitro con fluido de rumiante, para
simular la fermentacion ruminal, en particular, en donde una incubadora o fermentador
adecuado se inocula con fluido ruminal y se le suministra una composicién de pienso
para rumiantes para simular la fermentacion ruminal;

(3) aumenté la eficiencia de la sintesis de proteina microbiana (EMPS). Como
entenderan las personas del oficio de nivel medio, la EMPS es una medida para
determinar cuanta proteina microbiana se produce por la actividad microbiana para cada
unidad de sustrato fermentable que se suministra al rumiante. Puede determinarse
mediante un ensayo in vitro que comprende fermentaciones de flujo continuo o en lote
con fluido del rumen, en particular, en donde una incubadora o fermentador adecuado
se inocula con fluido ruminal y se le suministra una composicién de pienso para
rumiantes para simular la fermentacién ruminal; como se explica, por ejemplo, en el
ejemplo 2 0 4;

(4) aumentd la digestibilidad de la materia seca (DM) y la materia organica (OM). La
digestibilidad de DM y OM puede evaluarse mediante la diferencia en la materia seca y
la materia orgénica (es decir, materia seca menos el contenido de ceniza) del pienso en
comparacion con la muestra después de la fermentacién (in vitro), como entiende una
persona del oficio de nivel medio;

(5) aumento la fermentaciéon ruminal después de 72 h en un ensayo in vitro;

(6) mejor6 la ingesta de materia seca (DMI) de animales rumiantes.

En este contexto, y sin pretender limitarse a la teoria, se cree que hubo una presion
selectiva sobre los microbios en el rumen que producen acetato y propionato de manera

tal que se produce mas propionato y menos acetato, en vista de las composiciones de



suplemento alimenticio para rumiantes sin la mezcla de acuerdo con la presente
divulgacion. El propionato es el precursor glucogénico mas importante en los rumiantes.
Esto significa que disminuir la relacion de acetato con respecto a propionato mejora el
suministro de energia para uso metabdlico, a través del cual hay mas energia disponible
para que el rumiante use, o que mejora su produccion de proteinas. En otras palabras,
la fermentacién ruminal se volvié mas eficiente en cuanto a energia, lo que favorece la
produccién de carne, leche, etc.

El biuret generalmente se forma a través de una descomposicion térmica no catalitica
de urea. En la presente, este proceso generalmente se denomina “produccién de biuret”,
“produccioén de biuret a partir de urea” o “proceso de condensacién de urea”. La reaccién
principal y las reacciones secundarias en la produccién de biuret a partir de urea son
conocidas por las personas del oficio de nivel medio y se representan en la figura 2.
Cuando la urea se calienta hasta temperaturas por encima de su punto de fusion, se
produce lentamente amoniaco. Si el rango de temperatura se limita ligeramente por
encima del punto de fusion normal de la urea, es decir, 132 °C, se forma biuret. Cuando
se calienta la fusién de urea adicionalmente, se forman varios otros “compuestos que
contienen N” o “subproductos que contienen N” diferentes en cantidades muy pequenas
(por ello se usa el término “menor”). Estos compuestos que contienen N que se generan
a partir de la descomposicion térmica de la urea comprenden, entre otros, acido
ciandrico, triuret, amelida, etc. En la presente, estos compuestos se denominan
“subproductos que contienen N de la produccién de biuret” o “compuestos menores que
contienen N creados durante el proceso de condensaciéon de urea”. En formas de
realizacion particulares, dichos subproductos que contienen N de la produccion de biuret
comprenden triuret, amelida y acido cianudrico. Estos subproductos se hidrolizan
deficientemente en el rumen. El acido ciandrico y el triuret, asi como el biuret, no son
téxicos para los rumiantes y tienen tan buenas cifras de retencion de nitrdgeno como el
biuret. La amelida es un subproducto inevitable en la produccién de la cantidad
necesaria de biuret. Sin embargo, la cantidad de amelida debe limitarse ya que puede
ser toxica en dosis mas altas.

Como se usa en la presente, la composicibn o mezcla de acuerdo con la presente
divulgacion, en particular, la composicién o mezcla de NNP de acuerdo con la presente
divulgacioén, generalmente comprende urea, biuret y uno o mas subproductos de un
proceso de produccion de biuret. M&s en particular, la composicion o mezcla de NNP de
acuerdo con la presente divulgacion, comprende entre 60 % en peso y 95 % en peso de

ureay biuret, y entre 5 % en peso y 40 % en peso de subproductos que contienen N de



un proceso de produccién de biuret, en funcion del peso total de la composicién o
mezcla. Incluso méas en particular, la composicion o mezcla de NNP de acuerdo con la
presente divulgacion comprende entre 70 % en peso y 95 % en peso o entre 75 % en
peso y 95 % en peso de ureay biuret, y entre 5 % en peso y 30 % en peso o entre 5 %
en peso y 25 % en peso de subproductos que contienen N de un proceso de produccion
de biuret, en funcién del peso total de la composicion o mezcla.

En formas de realizacion particulares, la composicion o mezcla de NNP de acuerdo con
la presente divulgacién comprende entre 30 y 60 % en peso de urea y entre 30 y 60 %
en peso de biuret, mas en particular, entre 35 y 55 % en peso de urea y entre 35 % en
peso y 50 % en peso de biuret, incluso mas en particular, entre 37 y 52 % en peso o
entre 40 y 50 % en peso de urea y entre 39 y 46 % en peso o entre 40 y 45 % en peso
de biuret, en funcién del peso total de la composicion o mezcla. En algunas formas de
realizacion, la composicion o mezcla de NNP de acuerdo con la presente divulgacion,
comprende ademas entre 5 % en peso y 30 % en peso de subproductos que contienen
N de un proceso de produccién de biuret a partir de urea, en particular, entre 5 % en
pesoy 25 % en peso de subproductos que contienen N de un proceso de produccion de
biuret a partir de urea, en funcion del peso total de la composicién o mezcla. En algunas
formas de realizacién, los subproductos que contienen N de un proceso de produccion
de biuret a partir de urea comprenden uno o mas de triuret, amelida y acido ciandrico.
En algunas formas de realizacion, la composiciéon de NNP o mezcla de NNP de acuerdo
con la presente divulgacién comprende, como subproductos que contienen N de un
proceso de produccion de biuret, (a) entre 2,5 % en peso y 8 % en peso de triuret, mas
en particular, entre 3y 6 % en peso de triuret; (b) entre 0,1y 5 % en peso de amelida,
mas en particular, entre 0,5y 3 % en peso de amelida; y/o (c) entre 2,5y 15 % en peso
de &cido ciandrico, mas en particular, entre 3 y 10 % en peso de acido ciandrico, en
funcion del peso total de la composicion o mezcla.

En algunas formas de realizacién, la composicion o mezcla de NNP de acuerdo con la
presente divulgacion comprende ademas entre 0,1y 2 % en peso de humedad (agua),
mas en particular, entre 0,1y 1,5 % en peso de humedad, en funcién del peso total de
la composicion o mezcla.

En formas de realizacion particulares, la composicion o mezcla de NNP de acuerdo con
la presente divulgacion es una composicién de suplemento alimenticio para rumiantes.
Las formas de realizacion particulares de la composicion de NNP o la composicion de
suplemento alimenticio para rumiantes de acuerdo con la presente divulgacion

comprende



- entre 30 y 60 % en peso de urea, mas en particular, entre 35 y 55 % en peso de urea,
incluso mas en patrticular, entre 37 y 52 % en peso de urea,

- entre 30y 60 % en peso de biuret, mas en particular, entre 35y 50 % en peso de biuret,
incluso mas en patrticular, entre 39 y 46 % en peso de biuret,

- entre 3y 6 % en peso de triuret,

- entre 0,5y 3 % en peso de amelida,

- entre 3y 10 % en peso de acido cianurico,

- entre 0,1y 1,5 % en peso de humedad, en donde el % en peso es en funcién del peso
total de la composicion.

Opcionalmente, para todas las formas de realizacion de la composicion de NNP de
acuerdo con la presente divulgacién, uno o0 mas agentes antiaglomerantes, como se
conocen generalmente en el estado de la técnica, se pueden agregar a la composicion
de suplemento alimenticio para rumiantes, incorporadas en el suplemento alimenticio, o
bien como una cobertura, para mejorar las propiedades de manipulacion y para mejorar
la calidad de la composicién de suplemento alimenticio para rumiantes.

Ademds, también es posible agregar cualquier prebibtico, probidtico, posbibtico,
antibidtico, bioestimulantes conocidos en el estado de la técnica por potenciar /
favorecer la asimilacion de nitrégeno y fermentacion ruminal.

Un aspecto de la presente divulgacion se refiere al uso de una composicion o mezcla
de NNP de acuerdo con la presente divulgacion, o dicho de otro modo una mezcla o
composicion de urea, biuret y compuestos menores que contienen N creados durante el
proceso de condensacion de urea para obtener el biuret, como una fuente de NNP en
una composicién de suplemento alimenticio para rumiantes, en particular, al mismo
tiempo o simultaneamente, para

- disminuir las emisiones de metano entérico de un animal rumiante,

- mejorar la ingesta de materia seca de un animal rumiante,

- disminuir la relacion de acetato con respecto a propionato producida por
microbios del rumen en un rumiante,

- mejorar la EMPS (eficiencia de la sintesis de proteina microbiana), y

- aumentar la digestibilidad de DM y OM.

De acuerdo con un aspecto relacionado de la presente divulgacion, se divulga una
composicion que comprende urea, biuret y subproductos que contienen N de la
produccion de biuret a partir de urea, para su uso como una fuente de NNP en una

composicion de suplemento alimenticio para rumiantes para disminuir la produccion de



metano entérico o las emisiones de un animal rumiante o para disminuir la produccion
de metano entérico de los microbios del rumen en un rumiante.

De acuerdo con un aspecto relacionado de la presente divulgacién, se divulga una
composicion que comprende urea, biuret y subproductos que contienen N de la
produccién de biuret a partir de urea, para su uso como una fuente de NNP en una
composicion de suplemento alimenticio para rumiantes para disminuir la relacién de
acetato con respecto a propionato producida por microbios del rumen en un rumiante.
De acuerdo con un aspecto relacionado adicional de la presente divulgacion, se divulga
una composiciéon que comprende urea, biuret y subproductos que contienen N de la
produccion de biuret a partir de urea, para su uso como una fuente de NNP en una
composicion de suplemento alimenticio para rumiantes para mejorar la EMPS en un
rumiante.

De acuerdo con un aspecto relacionado adicional de la presente divulgacién, una
composicion que comprende urea, biuret y subproductos que contienen N de la
produccién de biuret a partir de urea, para su uso como una fuente de NNP en una
composicion de suplemento alimenticio para rumiantes para aumentar la digestibilidad
de DM y OM en un rumiante.

De acuerdo con un aspecto relacionado de la presente divulgaciéon, se divulga una
composicion que comprende urea, biuret y subproductos que contienen N de la
produccién de biuret a partir de urea, para su uso como una fuente de NNP en una
composicion de suplemento alimenticio para rumiantes para aumentar la ingesta de
materia seca de un animal rumiante.

Un aspecto relacionado de la presente divulgacion proporciona un método para reducir
la produccion de metano entérico de un animal rumiante, que comprende las etapas de
- preparar una composicion de pienso para rumiantes que comprende una composicion
de NNP de acuerdo con la presente divulgacion, como una fuente de NNP,
particularmente una composicién de NNP que comprende biuret, urea y subproductos
gue contienen N de la produccion de biuret tal como se divulga en la presente; y

- alimentar a un rumiante con la composicién de pienso para rumiantes.

Un aspecto relacionado de la presente divulgacién proporciona un método para
disminuir la relacion de acetato con respecto a propionato producida por microbios del
rumen en un rumiante, que comprende las etapas de:

- preparar una composicion de pienso para rumiantes que comprende una composicion

de NNP de acuerdo con la presente divulgacion, como una fuente de NNP,



particularmente una composicion de NNP que comprende biuret, urea y subproductos
que contienen N de la produccion de biuret tal como se divulga en la presente; y

- alimentar a un rumiante con la composicién de pienso para rumiantes.

Un aspecto relacionado adicional de la presente divulgacion proporciona un método
para mejorar la EMPS en un rumiante, que comprende las etapas de

- preparar una composicion de pienso para rumiantes que comprende una composicion
de NNP de acuerdo con la presente divulgacion, como una fuente de NNP,
particularmente una composicién de NNP que comprende biuret, urea y subproductos
gue contienen N de la produccion de biuret tal como se divulga en la presente; y

- alimentar a un rumiante con la composicién de pienso para rumiantes.

Un aspecto relacionado adicional de la presente divulgacion se refiere a un método para
aumentar la digestibilidad de DM y OM en un rumiante, que comprende las etapas de

- preparar una composicion de pienso para rumiantes que comprende una composicion
de NNP de acuerdo con la presente divulgacion, como una fuente de NNP,
particularmente una composicion de NNP que comprende biuret, urea y subproductos
que contienen N de la produccion de biuret tal como se divulga en la presente; y

- alimentar a un rumiante con la composicién de pienso para rumiantes.

En algunas formas de realizacion, las emisiones de metano entérico del animal rumiante
se reducen en al menos 5 % o en al menos 10 %, tal como en alrededor de 15 %, cuando
se expresan en g/kg de DMI (ingesta de materia seca) o en g/kg de OMI (ingesta de
materia organica), cuando la composicion de NNP de acuerdo con la presente
divulgacion se administra a un rumiante como fuente de NNP en comparacién con la
dieta que comprende urea como fuente de NNP.

En algunas formas de realizacion, la relacion de acetato con respecto a propionato
producida por microbios del rumen en un rumiante disminuye en al menos 5 %, en
particular, en al menos 10 %, tal como en alrededor de 20 %, cuando la composicion de
NNP de acuerdo con la presente divulgacion se administra a un rumiante como fuente
de NNP en comparacion con una dieta que comprende urea como fuente de NNP. En
particular, la relacion de acetato con respecto a propionato se puede determinar en una
muestra obtenida de una fermentacion in vitro con fluido de rumiante, para simular la
fermentacion ruminal, particularmente en donde una incubadora o fermentador
adecuado, tal como un fermentador o incubadora de flujo continuo o en lote, se inocula
con fluido ruminal y se le suministra una composicién de pienso para rumiantes para

simular la fermentaciéon ruminal.



En algunas formas de realizacién, la eficiencia de la sintesis de proteina microbiana
(EMPS) en un rumiante aumenta en al menos 5 %, en patrticular, en al menos 10 %, tal
como en alrededor de 20 %, cuando la composicién de NNP de acuerdo con la presente
divulgacion se administra a un rumiante como fuente de NNP en comparacion con una
dieta que comprende urea como fuente de NNP. En particular, la EMPS se puede
determinar en una muestra obtenida de una fermentacion in vitro con fluido de rumiante,
para simular la fermentacion rumiante, particularmente en donde una incubadora o
fermentador adecuado, tal como un fermentador o incubadora de flujo continuo o en
lote, se inocula con fluido ruminal y se le suministra una composicion de pienso para
rumiantes para simular la fermentacion ruminal.

En algunas formas de realizacion, el método para disminuir la produccion de metano
entérico de un animal rumiante, para disminuir la relacion de acetato con respecto a
propionato producida por microbios del rumen en un rumiante, para mejorar la EMPS en
un rumiante, para aumentar la digestibilidad de DM u OM en un rumiante, y/o para
aumentar la ingesta de materia seca (DMI) de un rumiante comprende ademas la etapa
de reemplazar una porcion de proteinas vegetales en la composicion de pienso con la
composicion de NNP de nitrato de acuerdo con la presente divulgacion.

También cabe destacar que los diferentes métodos de acuerdo con la presente
divulgaciéon son métodos no terapéuticos.

Como se considera en la presente, un rumiante o animal rumiante es un animal bovino,
ovino o caprino, particularmente un animal domesticado con un rumen funcional. En
formas de realizaciéon particulares, el rumiante es una oveja 0 un ganado, mas en
particular, el rumiante es un ganado vacuno o ganado lechero.

La presente divulgacion proporciona ademas un pienso, material de pienso, premezcla
o aditivo para pienso para alimentar a un rumiante, que comprende la composicion de
NNP de acuerdo con la presente divulgacion. La composicion de NNP de acuerdo con
la presente divulgacién se puede combinar con un pienso para rumiantes o material de
pienso, o con una premezcla para alimentar a un rumiante. En el contexto de la presente
divulgacion, la expresion premezcla o premezcla de nutrientes se usa como es conocido
para una persona del oficio de nivel medio y denota una mezcla que comprende uno o
mas ingredientes tales como vitaminas, oligominerales, medicamentos, suplementos
para pienso y diluyentes. Un pienso para rumiantes o material de pienso para rumiantes
generalmente se refiere a composiciones nutricionales adecuadas para alimentar a
rumiantes, como las conoce la persona del oficio de nivel medio, e incluye los piensos

compuestos (es decir, generalmente una mezcla de piensos producida de manera



industrial de al menos dos materiales de pienso), los piensos completos (es decir, un
pienso compuesto que contiene todos los nutrientes principales necesarios para una
racion diaria, que incluye también todos los forrajes necesarios para el rumiante), o un
pienso concentrado (es decir, un pienso compuesto que tiene un alto contenido de
ciertas sustancias pero que es suficiente para una racién diaria solo si se usa en
combinacién con otro pienso).

En formas de realizacion particulares, se divulga una composiciébn de pienso para
rumiantes que comprende uno o mas ingredientes nutricionales y una composiciéon de
NNP que comprende (a) entre 30 y 60 % en peso o entre 35y 55 % en peso de urea,;
(b) entre 30y 60 % en peso o entre 35y 50 % en peso de biuret; y (c) entre 5 % en peso
y 30 % en peso de subproductos que contienen N de la produccion de biuret a partir de
urea, en funcién del peso total de la composicion de NNP. Mas en particular, la
composicion de NNP comprende (a) entre 37 y 52 % en peso de urea; (b) entre 39 y 46
% en peso de biuret; (c) entre 3 % en peso y 6 % en peso de triuret; (d) entre 0,5y 3 %
en peso de amelida; y (e) entre 3y 10 % en peso de &cido cianurico, en funcién del peso
total de la composiciébn de NNP. En algunas formas de realizacion, el uno o mas
ingredientes nutricionales forman una racién nutricionalmente equilibrada o una racion
basal para un rumiante, como entiende una persona del oficio de nivel medio.

En algunas formas de realizacion, se divulga una composicion de pienso para rumiantes
0 material de pienso que comprende entre 0,5 y 4 % en peso, mas en particular, entre
0,5y 3,5 % en peso o entre 0,5y 3 % en peso, incluso mas en particular, entre 1y 2,5
% en peso de la composicién de NNP de acuerdo con la presente divulgacion, en donde
el % en peso es en funcidn de la materia seca total de la composicién de pienso o
material de pienso,

La presente divulgacion se refiere ademas a un método para alimentar o criar a un
rumiante, que comprende administrar la composicion de NNP de acuerdo con la
presente divulgacion al rumiante, particularmente durante el régimen de alimentacion,
y/o alimentar al rumiante con la composicién de pienso para rumiantes de acuerdo con
la presente divulgacion.

La divulgacion tal como se definié anteriormente se ilustrara y explicara con mas detalle
en la siguiente parte experimental, la cual no pretende limitar el alcance de esta
divulgacién de ninguna manera.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1



Cada fuente de NNP tiene caracteristicas especificas, que determinan la liberacion de
N después de entrar en el rumen. Sin embargo, la eficiencia del uso de N que haga la
microbiota del rumen dependera de la cantidad y la tasa de liberacién de la fuente de
NNP. Esto puede dar como resultado una diferencia en la eficiencia de la produccion de
proteina microbiana en el rumen. En este ejemplo, se evalud la utilizaciéon de N in vitro
de 3 productos de NNP diferentes y la mezcla de acuerdo con la presente divulgacion
en comparacion con urea recubierta y sin recubrir como fuentes de NNP para la
fermentacion ruminal.

Materiales de prueba

Se seleccion6 un total de 6 productos de NNP diferentes y una mezcla de acuerdo con
la presente divulgacion para evaluar en un modelo de fermentacion ruminal in vitro (ver
la tabla 1) mas adelante. La mezcla de acuerdo con la presente divulgacion, en los
diferentes ejemplos a la que en general se hace referencia mediante el cdédigo UB, en
general comprende entre 37 y 52 % en peso de urea, entre 39 y 46 % en peso de biuret,
entre 3y 6 % en peso de triuret, entre 0,5y 3 % en peso de amelida, entre 3y 10 % en
peso de &cido ciandrico, y entre 0,1y 1,5 % en peso de humedad, en funcién del peso
total de la mezcla.

Tabla 1: Descripcién general de productos evaluados, su proveedor, forma fisica, pureza

y contenido de nitrdgeno

Contenido

Producto Proporcionado por Forma fisica IZureza de nitrégeno

(%) %)
Urea sin | Yara Perlas 99 46,2
recubrir
Urea Yara Perlas 89 41,5
Biuret Alfa Aesar Polvo 97 39,5
Acido Yara Polvo 100 32,6
cianuarico
Triuret Enamina Polvo 95 36,4
Amelida Dr. Ehrenstorfer Polvo 99 43,3
Mezcla de | Solicitante Polvo 100 41,0
acuerdo con
la presente
divulgacion

Protocolo in vitro



El modelo in vitro usado para simular la digestion en el rumen y la utilizacién de los
productos es el protocolo de Prueba de Produccién de Gas, adaptado para la
digestibilidad de proteinas, como se describe con mas detalle en el siguiente parrafo.
Por la mafana se recolecté aproximadamente 1 litro de fluido del rumen de dos animales
diferentes fistulados ruminalmente. El fluido del rumen se col6 a través de una
estamefia, se mantuvo a 39 °C en CO; y luego se diluy6 1:19 con un amortiguador libre
de nitrégeno y solucién mineral que contenia 10,03 g de NaHCO3, 1,43 g de Na;HPO4,
1,55 g de KH2PO4, 0,15 g de MgS0O..7H20, 0,52 g de Na.S, 0,017 g de CaCl,.2H;0,
0,015 g de MnCl,.4H,0, 0,002 g de CoCl;.6H.0, 0,012 g de FeCl;.6H.O y 0,125 mg de
resazurina por litro.

Para garantizar que el fluido del rumen se drene de nitrégeno libre y para garantizar que
el nitrégeno seria el factor limitante para el crecimiento microbiano al inicio del
experimento, el fluido del rumen amortiguado se incubé previamente durante 4 horas a
39 °C con una sobrecarga de carbohidratos de glucosa, xilosa y almidén soluble, cada
uno a 3,33 g/l. Durante esta incubacion previa, todo el nitrégeno disponible en el fluido
del rumen se incorporaria a la proteina bacteriana y otros componentes que contienen
nitrégeno bacteriano.

Cada producto se pesoé en diferentes botellas de vidrio sobre una base isonitrogenada,
proporcionando 15 mg de N por matraz. Luego, se agregaron 60 ml del fluido del rumen
amortiguado incubado previamente, en purga continua con CO,. Los matraces se
cerraron con tapones de caucho y se colocaron en un bafio de agua con agitacion con
50 movimientos por minuto a 39 °C para iniciar el periodo de incubacién. La produccion
de gas de cada matraz se registré6 continuamente durante 72 horas usando un sistema
totalmente automatizado. Todos los productos de prueba que incluyen un blanco (es
decir, sin producto afiadido al matraz de fluido del rumen) se evaluaron en una ejecucion
por triplicado.

La produccién de gas acumulado se midi6 continuamente durante 72 horas. Los
resultados promedio por cada triplicado se muestran en la figura 1.

Resultados

Como se puede observar en la figura 1, las curvas de produccién de gas acumulado de
amelida y acido ciandrico fueron comparables a la muestra en blanco. En general, los
productos son relativamente poco solubles en agua en comparacion con los otros
productos evaluados. Ademas, el nitrdgeno en estos productos se incorpora a una
estructura de anillo que es menos accesible. La solubilidad de amelida y &cido cianurico

en nitrégeno parece ser demasiado baja para favorecer el crecimiento bacteriano. Para



amelida, el acido cianuarico asi como el blanco, la produccion de gas sin embargo no es
igual a cero, dado que el intercambio microbiano libera pequefias cantidades de
nitrégeno a la solucién, que pueden usar los microorganismos restantes. La produccion
de gas acumulado después de 72 horas no fue significativamente diferente entre el
blanco, amelida y &cido ciandrico.

Como también se puede observar en la figura 1, los perfiles de produccién de gas
acumulado de la urea sin recubrir y la urea recubierta mostraron un periodo de desfase
de aproximadamente 5 horas, después del cual la produccién de gas acumulado
aumentoé rgpidamente a un maximo de 17 ml/hora para la urea sin recubrir y 19 ml/hora
para la urea recubierta. Después de aproximadamente 15 horas de incubacion, la
produccion de gas acumulado se ralentizé rapidamente y se detuvo después de 30
horas. La solubilidad de urea en agua demostr6é ser muy rapida, dentro de minutos. El
periodo de desfase mas prolongado de 5 horas para productos de urea se puede
explicar a partir del efecto de la rapida liberacion de amoniaco sobre el fluido del rumen
amortiguado incubado previamente, evitando la liberacion de CO. del fluido. Se
esperaba que la urea recubierta tuviera una tasa de liberacion de nitrégeno mas lenta
que la urea sin recubrir, qgue no resulté en una diferencia en produccion de gas
acumulado durante las 72 horas de incubacién. La produccién de gas acumulado de la
urea sin recubrir fue numéricamente menor que la urea recubierta entre 10 y 20 horas
de incubacién, lo cual puede estar relacionado con la liberacién mas lenta del nitrégeno
de la urea recubierta. El Biuret y triuret mostraron una curva de producciéon de gas
acumulado por debajo de la urea recubierta y sin recubrir. El biuret tuvo un periodo de
desfase comparable de 5 horas, pero una tasa de produccién de gas mas lenta en las
primeras 15 horas de incubacion. La produccién de gas acumulado fue la mas alta en el
periodo de entre 15y 25 horas de incubacion, y se ralentizé luego hasta que se alcanz6
la maxima produccion de gas acumulado después de 40 horas. El triuret mostré un
tiempo de desfase mas prolongado de 9 horas, lo que sugiere una liberacion de
nitrdgeno mas lenta que se esperaba en funcién de las caracteristicas de triuret con
respecto a biuret que es menos soluble. Después de 9 horas, la tasa de produccion de
gas comenzé de manera relativamente lenta, y alcanzé el pico a las 20 horas de
incubacién. La produccion de gas acumulado fue mas bien estable a un nivel bajo de
aproximadamente 4 ml/hora de 20 a 50 horas y disminuy6 luego hasta que alcanzo el
nivel final después de 60 horas.

Como también se puede observar en la figura 1, la produccion de gas acumulado de la

mezcla de acuerdo con la presente divulgacion fue mas alta en comparacion con urea



recubierta durante las 72 horas de incubacién. En el periodo de entre 20 y 40 horas de
incubacion, la produccion de gas acumulado para la mezcla de acuerdo con la presente
divulgacion permanecid mas lenta que la produccién de gas acumulado de urea
recubierta, que probablemente esta relacionada con la liberacion mas lenta de N del
biuret y otros compuestos de NNP presentes en esta mezcla. No obstante, la produccién
de gas acumulado de la mezcla de acuerdo con la presente divulgacion siguid
aumentando después de 40 h, y asi se obtuvo la mayor produccion de gas acumulado
entre todas las fuentes de NNP evaluadas.

Conclusion

La tasa de liberaciébn de amoniaco rapida de urea sin recubrir limita la cantidad de urea
gue se puede usar en una formulacién de dieta para rumiantes. Los altos niveles de
inclusion de urea sin recubrir en una formulacion de dieta para rumiantes aumentara la
concentracion de amoniaco en el rumen rapidamente, lo cual conlleva a acumulacion y
absorcion ruminal de amoniaco y la posterior excrecion de urea en la orina.

Como se esperaba, los compuestos puros de N, es decir, amelida, triuret y acido
cianarico, que son subproductos que contienen N conocidos de la produccién de biuret
mediante descomposicion térmica de urea y que también estan presentes en menores
cantidades en la mezcla de acuerdo con la presente divulgacién, generaron una
produccién de gas acumulado mucho menor que urea sin recubrir y recubierta. La
amelida y cianuarico parecen no ser adecuados como fuentes de nitrdgeno digeribles en
el rumen en nutriciéon para ganado lechero. Su solubilidad y la tasa de liberacién de
nitrdgeno son demasiado lentas para favorecer el crecimiento microbiano. Las bacterias
del rumen pueden usar el nitrégeno de biuret y triuret, pero este se libera mas lento que
la urea recubierta o sin recubrir. La lenta liberacion de nitrdgeno del triuret y biuret puede
mejorar la utilizacién del nitrégeno. Sin embargo, se puede esperar que escape del
rumen aproximadamente 12 a 24 horas después de la ingesta (segun las caracteristicas
de la dieta, tales como digestibilidad y tamafio de particulas). Una parte del biuret y
triuret (aproximadamente 60 %) no sera usada por los microbios del rumen aun después
de 24 horas, en funcién de los perfiles de produccion de gas acumulado. Esta cantidad
de nitrégeno sin usar probablemente pase el rumen y sea excretado después de pasar
a través del tubo gastrointestinal.

La mezcla de acuerdo con la presente divulgacion, particularmente la proporcién de
urea, biuret y los compuestos menores de N creados mediante la produccion de biuret
gue parte desde urea en la presente, dio como resultado un patron de fermentacion

inesperado como lo muestra la dinamica de la produccion de gas acumulado,



alcanzando la mayor produccién de gas total de entre todas las fuentes de NNP
evaluadas. Como se puede ver en la figura 1, al comienzo, la pendiente de la curva de
produccién de gas acumulado es menos pronunciada en comparacién con la de urea'y
urea sin recubrir, supuestamente debido a una cantidad menor de urea rapidamente
disponible, pero luego, cuando los microorganismos usan el biuret que se fermenté de
manera mas lenta, la produccion de gas acumulado es la mas alta de todos los
productos evaluados. Cuanto mas gas acumulado se produce, mejor, dado que esto
significa que la fermentacién ruminal se maximiza. Esto indica que la mezcla de acuerdo
con la presente divulgacién, que comprende urea, biuret y subproductos que contienen
N de la produccion de biuret a partir de urea tiene un_efecto sinérgico sobre la

fermentacion ruminal en comparacion con la fermentacién de los componentes
individuales (tomados individualmente).

EJEMPLO 2

En este ejemplo, se llevo a cabo un ensayo in vitro usando fermentadores de cultivo de
doble flujo continuo, con el objetivo de simular la fermentacién ruminal.
Fermentadores

Se usaron ocho fermentadores de cultivo de doble flujo continuo de 1320 ml en dos
periodos replicados. Cada periodo consisti6 en 5 dias para la adaptacion del fluido
ruminal a los tratamientos y 3 dias para el muestreo. El primer dia de cada periodo,
todos los fermentadores se inocularon con fluido ruminal sin diluir filtrado a través de
dos capas de estamefia para quitar las particulas del pienso. Las condiciones de
fermentacion fueron constantes, es decir,

- una temperatura de 39 °C,

- un pH de 6,4 £ 0,05 mediante infusién de 3 N de HCl 0 5 N de NaOH,

- anaerobiosis con infusién continua de gas N: a una tasa de 40 ml/min, y

- Infusion continua de saliva artificial para obtener tasas de dilucion de liquidos y
solidos de 10 %/h y 5 %/h, respectivamente.

A los fermentadores se les suministraron 95 gramos/dia de materia seca de una dieta
formulada para cumplir o exceder las recomendaciones actuales de nutrientes para
vacas lecheras en periodo de lactancia, es decir,

- 166 g/kg de proteina cruda (CP),

- 323 g/kg de fibra detergente neutra (NDF), y

- 201 g/kg de fibra detergente acida (ADF),

Y se les suministrd en tres administraciones diarias, es decir, a las 7, 15y 23 en punto

con una dieta de forraje : concentrado en un rango de 53 : 47.



Animales y dietas del tratamiento

El fluido ruminal se tomé de dos vacas lecheras Holstein provistas de canulas ruminales
alimentadas con una dieta de 60 : 40 forraje : concentrado con alfalfa y grano molido
(11 kg de materia secal/vaca/dia). La tarde antes de la extraccion ruminal, no se alimento
a los animales rumiantes.

En consecuencia, los tratamientos nutricionales con NNP fueron de la siguiente manera:
- Control: dieta basal a la que se agregd 0,51 % en peso de urea, en donde el % en
peso es sobre la base de materia seca,

- Dieta: dieta basal a la que se agreg6 0,55 % en peso de la mezcla de acuerdo con
la presente divulgacion, con la composicién como en el ejemplo 1, en donde el % en
peso es sobre la base de materia seca.

Para obtener dietas isoenergéticas e isonitrogenadas usando diferentes fuentes de
NNP, se usé una determinacion del contenido de nitrdgeno mediante el método Kjeldahl
para determinar el contenido de nitrdgeno de cada producto de NNP (ver la tabla 2 a
continuacion).

Tabla 2: Contenido de nitrégeno de fuentes de nitrégeno no proteico

_ _ % en peso de
Ejemplo experimental N
Control 44,37
Dieta 40,94

Dadas las diferencias en el porcentaje de N entre los productos, el nivel de inclusion de
cada fuente de NNP fue diferente (ver la tabla 3 a continuacion).

Tabla 3. Composicién del ingrediente de los tratamientos nutricionales

Tratamiento nutricional con
Ingrediente (% en peso de

NNP
materia seca)

Control D1
Grano de maiz, seco molido 40,6 40,6
Heno de legumbres < 40 % en | 26,7 26,7
peso de NDF
Césped, heno, maduro 26,3 26,3
Harina de soja, 48 % en peso de | 4,61 4,61
CP
Urea 0,51 -




Mezcla de acuerdo con la]- 0,55
presente divulgacion (ver el ej.
1)

Carbonato de calcio (CaCO:s) 0,46 0,46

Recoleccién de muestras

El segundo dia de muestreo, se tomaron 4 ml de fluido del fermentador filtrado 2 horas
después de la alimentacién matutina para determinar las concentraciones de VFA.
Durante los dias de muestreo, los recipientes de recoleccién se mantuvieron a 4 °C para
evitar la actividad microbiana. Los efluentes sélidos y liquidos de 3 dias de muestreo
formaron un compuesto, se mezclaron dentro del fermentador y se homogeneizaron. Se
tomaron submuestras para los analisis de los acidos grasos volatiles (VFA). El resto de
la muestra se liofiliz6 (secado por congelacion) y las muestras secas se analizaron para
determinar DM, cenizas, N y purinas para calcular nitrégeno bacteriano y contenido de
materia organica (OM).

Las células bacterianas se obtuvieron de los matraces del fermentador el ultimo dia de
cada periodo experimental. Las bacterias sélidas y liquidas asociadas se aislaron
usando una combinacion de varios procedimientos de desprendimiento seleccionados
para obtener el maximo desprendimiento sin afectar la integridad de la célula. Las
células bacterianas se liofilizaron y las muestras secas se analizaron para determinar
materia seca (DM), cenizas, N y purinas para calcular el nitrégeno bacteriano.

Analisis quimico

La materia seca (DM) del efluente se determiné mediante la liofilizacion de alicuotas de
300 ml por triplicado. El contenido de DM de las dietas y muestras bacterianas se
determinaron al secar muestras durante 24 horas en un horno de aire forzado a 103 °C
(ver AOAC, 1990; método 950.01).

Las muestras secas de dietas, efluentes y bacterias se incineraron durante la noche a
550 °C en un horno de mufla (ver AOAC, 1990, método 976.05) y la materia organica
(OM) se determino por diferencia. El N total de dietas, efluentes y muestras bacterianas
se determinaron mediante un método Kjeldhal (AOAC, 1990; método 976.05). La
proteina cruda (CP) de la muestra se calcul6 como Nx6,25. La CP del efluente se
determiné en muestras liquidas. La degradacién de proteina cruda se calculé como la
diferencia entre CP en la dieta menos CP en el efluente y se expresé como % en peso
de DM. La EMPS se determiné al dividir el N bacteriano por la materia orgénica

fermentada.



Los componentes de la fibra de las dietas y los efluentes se analizaron de manera
secuencial usando una alfa-amilasa termoestable y sulfito de sodio y se presentaron sin
cenizas residuales.

Las muestras para el analisis de VFA se prepararon tal como se describe en Jouany, J.
P., y J. Senaud. "Influence des ciliés du rumen sur la digestion de différents glucides
chez le mouton. |.—Utilisation des glucides pariétaux (cellulose et hémicelluloses) et de
I'amidon.” Reproduction Nutrition Développement 22.5 (1982): 735-752. y se analizaron
mediante cromatografia de gases.

Resultados

En la tabla 4 a continuacion, se muestra el efecto de las dietas con NNP sobre el
metabolismo del nitrégeno de microorganismos ruminales, la verdadera digestibilidad
de DMy OM, la degradacién de CP, la eficiencia de la sintesis de proteina microbiana
(EMPS) en el rumen (o en otras palabras, cuanta proteina microbiana se produce debido
a la actividad microbiana para cada unidad de sustrato que se suministra al rumiante),
en la dieta de control (“Control” — que comprende urea) y una dieta (“Dieta” — que
comprende UB) que comprende una mezcla de acuerdo con la presente divulgacion.
Tabla 4: Efecto del tratamiento nutricional con NNP sobre el metabolismo del nitrégeno

de microorganismos ruminales

Tratamiento nutricional
con NNP
Control Dieta
(urea) (UB)
Verdadera digestibilidad, % en peso de DM
DM 53,53 56,79
oM 52,95 55,90
Degradacion de CP 47,7 53,2
(% de materia seca)
EMPS 35,7 39,4
(g de N bacteriano/kg de materia orgénica
fermentada)
VFA
Acetato 62,92 60,06
Propionato 18,18 23,29




Relacibn de acetato con respecto a| 3,5 2,76

propionato

Conclusion

Segun la tabla 4, se puede concluir que la dieta que comprende una mezcla de urea,
biuret y la cantidad menor de compuestos que contienen N que derivan de la produccién
de biuret a partir de urea de acuerdo con la presente divulgacion tienen

- una mayor digestibilidad verdadera de DM y OM, con un aumento en la
digestibilidad de alrededor de 5 %-6 % en comparacion con una dieta que comprende
urea como fuente de NNP,

- un aumento de la EMPS, lo que significa que la microbiota del rumen maximizé la
utilizaciéon del N, con un aumento de EMPS de alrededor de 10 % en comparacién con
una dieta que comprende urea como fuente de NNP, y

- una mayor cantidad de propionato y una menor cantidad de acetato, mediante la
cual disminuy®d la relacion de acetato con respecto a propionato, lo que sugiere que esta
mezcla de NNP de acuerdo con la presente divulgacion mejora la eficiencia de la
utilizaciébn de energia ruminal, con una disminucién en la relaciébn de acetato con
respecto a propionato de alrededor de 20 % en comparacion con una dieta que
comprende urea como una fuente de NNP.

EJEMPLO 3

Animales, disefio experimental y tratamientos

Un total de 72 novillos de un afio cruzados [303 kg + 29 kg de peso corporal (BW) inicial
se estratificaron por peso corporal (BW) y se asignaron aleatoriamente a tres
tratamientos. Todos los novillos consumian una dieta basal de ensilaje de maiz, residuos
de desmote de algodén y una premezcla de vitaminas y minerales.

Los novillos se alojaron en establos (8 novillos / establo, 3 establos / tratamiento). Los
novillos se enriquecieron con dos fuentes de NNP diferentes sobre una base
isonitrogenada, considerando como referencia el N proporcionado por la urea cuando
se incluyé a 1 % en peso de la dieta sobre la base de materia seca (DM).

En la tabla 5, se muestra la composicion de la dieta basal suplementada con dos tipos
de NNP diferentes, es decir, urea (Urea) (46 % de N) y una mezcla de urea y biuret de
acuerdo con la presente divulgacién (UB), con una composicién como en el ejemplo 1
(41 % de N).

A fin de determinar la DM del pienso, aproximadamente 0,5 g de la muestra se pesaron
por duplicado, se secaron en un horno de aire forzado a 100 °C durante 24 horas, y se

incineraron a 550 °C durante seis horas.



Para la determinacién del componente fibroso, las muestras se pesaron por duplicado
en bolsas F56 (Ankom Technology Crop., Macedon, NY) y se analizaron para determinar
la fibra detergente neutra (FDN), usando a-amilasa termoestable y sulfito de sodio, y
posteriormente para determinar la fibra detergente acida (FDA) como se describid en
Van Soest et al. (1991) en el analizador de fibra Ankom 200 (Ankom Technology Corp.,
Macedon, NY).

La concentracion de N se analiz6 mediante el método de combustion seca Dumas
usando un Vario Micro Cube (Elementar, Manchester, Reino Unido) después de que las
muestras se sometieran a molino de bolas usando un Mixer Mill MM 400 (Retsch) a 25
Hz durante 9 minutos.

Las muestras de pienso se analizaron para determinar la concentracion de almidén
mediante el método enzimatico-colorimétrico de Hall (2015) con las siguientes
modificaciones: la glucosa se analiz6 usando un kit colorimétrico cuantitativo (G7521-
11, Pointe Scientific Inc., Canton, M), la absorbancia se leyé en muestras de 200 pl a
DO520 en placas de fondo plano de 96 cavidades (Corning Costar 3361, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA) usando un lector de placas (Fisherbrand UV / VIS
AccuSkan GO Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific Inc., Hampton, NH).

Tabla 5: Composicién de la dieta basal suplementada con diferentes tipos de NNP

; Tratamiento
Item

+Urea +UB
Ingrediente, % en peso de materia
seca
Ensilaje de maiz 77,00 76,88
Residuos de desmote de algodén 20,00 20,00
Mineral 2,00 2,00
Fuente de NNP 1,00 1,12
Composicién
DM (materia seca), % en peso | 37,13 36,17
suministrado
CP (proteina cruda), % en peso de DM | 13,20 12,70
CP soluble, % en peso de CP 49,00 53,00
iINDF (fibra detergente neutra no | 41,40 38,30
digerible)
ADF (fibra detergente acida) 30,10 29,40




Almidén, % en peso de DM 27,70 29,80
Ceniza, % en peso de DM 5,91 5,78

Adaptacion animal

Desde el dia -17 hasta el dia -16 con respecto al inicio del periodo experimental, los
novillos recibieron 20 % de su NNP suplementario total.

Desde el dia -15 hasta el dia -12 con respecto al inicio del periodo experimental, los
novillos recibieron 40 % de su NNP suplementario total.

Desde el dia -11 hasta el dia -8 con respecto al inicio del periodo experimental, los
novillos recibieron 60 % de su NNP suplementario total.

Desde el dia -7 hasta el dia -3 con respecto al inicio del periodo experimental, los novillos
recibieron 80 % de su NNP suplementario total.

Desde el dia -2 hasta el inicio del periodo experimental (dia 0), los novillos recibieron
100 % de su NNP suplementario total.

Mediciones del perfil sanguineo

Las muestras de sangre se recolectaron cada 14 dias durante la evaluacion del
rendimiento mediante puncién en la vena yugular en tubos evacuados de 10 ml que
contenian heparina Na (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NJ) y se colocaron en hielo y se
centrifugaron a 1500 x g durante 15 minutos a 4 °C. El plasma se transfiri6 a tubos de
polipropileno (12 x 75 mm, Fisherbrand, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA) y
se almacené a — 20 °C para analisis adicional.

Mediciones de emisién de metano entérico

Cuando un rumiante come pienso, los nutrientes estan inicialmente en forma de
carbohidratos, proteinas y grasas (o lipidos). Durante la fermentacion de los
carbohidratos, se produce dioxido de carbono y metano.

La emision de metano se midié en todos los novillos durante cinco dias consecutivos
usando la técnica del marcador SF¢ (Johnson et al., 1994; Henry et al., 2020). En ésta
técnica, los novillos recibieron un tubo de permeacion calibrado cargado con SFs (3,1 g
+ 0,2 g) antes del periodo de medicién. La tasa promedio de liberacion de SFs fue 5,2 g
+ 1,1 mg/d. Después de cinco dias de entrenamiento, un recipiente recolector de gas al
vacio se uni6 a cada animal para recolectar una muestra de la produccion diaria de gas.
Cada dia, a la misma hora, se reemplazé un nuevo recipiente al vacio durante los cinco
dias del periodo de medicion. Se usaron cinco recipientes de recoleccion para
determinar las concentraciones ambientales de CH4 y SFs. Se tom6 una muestra de gas
de cada recipiente y se conservo en botellas de 120 ml para su posterior analisis de CH4

y SFs usando cromatografia de gases. Para el experimento actual, solo los novillos con



al menos tres dias de recoleccion y medicion exitosos se consideraron en el analisis
final. Las muestras de gas se analizaron mediante cromatografia de gases (Agilent
7820A GC, Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Se usé un detector de ionizacion de
llama y de captura de electrones para el analisis de CH4 y SFe, respectivamente, con
una columna capilar (silice de trama fusionada 25 m x 0,32 mm, recubrimiento Molsieve
5A, Varian CP7536, Varian Inc., Lake Forest, CA). Las temperaturas del inyector, la
columna y el detector para el analisis de CH4 fueron 80, 160 y 200 °C, respectivamente.
Para SFs, las temperaturas fueron 50, 30 y 300 °C para el inyector, la columna y el
detector, respectivamente. El gas portador de CHs y SFs fue N». Las emisiones de CH4

se calcularon de acuerdo con la siguiente ecuacion:

([CH4ly — [CH4IB)
([SFely — [SF6lP)

QCH, = emisiones de CH, por animal (g / dia)
QSF¢ = tasa de liberacion de SFs (mg / dia)

[CH4]y = la concentracién de CH, en el recipiente de recoleccién de los animales

QCH, = QSF, x

[CH4]B = la concentraciéon de CH, en el recipiente de recoleccién ambiental

[SFe]y = la concentraciéon de SFs en el recipiente de recoleccién de los animales

[SFe]B = la concentraciéon de SFg en el recipiente de recoleccion ambiental

Relacion del aumento de peso con respecto al pienso

La relacion del aumento de peso con respecto al pienso (G:F) se calcul6 como la relacion
del aumento de peso promedio diario (ADG) con respecto a la ingesta diaria de materia
seca (DMI). La ingesta del pienso se registr6 diariamente. La ingesta individual se
determiné mediante el sistema de monitoreo de ingesta GrowSafe®. En el control del
ganado, GrowSafe Systems es una herramienta usada comiunmente para monitorear de
cerca los datos de alimentacién de cada animal usando la tecnologia de etiquetas de
identificacion por radiofrecuencia (RFID). Los animales estan equipados con una
etigueta RFID Unica que los comederos leen cada vez que el animal baja la cabeza al
comedero para consumir el pienso. El aumento de peso promedio diario (ADG) y la
eficiencia del pienso se calcularon durante la evaluacién del rendimiento. EI ADG se
determiné mediante la diferencia entre el BW final y el BW inicial dividido por el numero
de dias de la evaluacién del rendimiento (56 dias). EI BW inicial se calcul6 como el BW
promedio sin reducir de vaquillonas los dias 16 y 17. ElI BW final fue el BW promedio sin
reducir medido los dias 72 y 73. El BW sin reducir se obtuvo cada 14 dias.

Efecto de la suplementacion de NNP sobre el rendimiento animal y el nitrdgeno

ureico en plasma (PUN)



En la tabla 6, se muestra el efecto de la suplementacién de NNP con urea y UB sobre
el rendimiento del crecimiento. Mas en particular, se muestran el BW inicial y final y el
ADG, todos expresados en kg, la ingesta de materia seca (DMI) expresada en kg / dia
y en porcentaje de BW, la relacion de aumento con respecto al pienso (G:F) expresada
en kg / kg, la energia neta de aumento (NEg) expresada en Mcal / kg de DM y el
nitrégeno ureico en plasma (PUN) expresado en mg / dl.

Tabla 6: Efecto de la suplementacion de NNP sobre el rendimiento animal y el nitrégeno
ureico en plasma (PUN)

i Tratamiento
Iltem

+Urea +UB
BW inicial (kg) 288,69 283,18
BW final (kg) 343,69 342,11
ADG (kg)
0-14 0,78 0,72
0-28 0,81 0,72
0-42 1,02 1,04
0-56 1,01 1,05
DMI (kg / dia)
0-14 6,82 6,91
0-28 7,03 7,40
0-42 7,24 7,85
0-56 7,29 7,98
DMI (% de BW) 2,31 2,54
G:F (kg / kg)
0-14 0,10 0,10
0-28 0,11 0,10
0-42 0,14 0,13
0-56 0,14 0,13
NEg (Mcal / kg de DM) | 0,55 0,52
PUN (mg / dI)
0 7,80 7,59
14 6,76 7,52
28 10,41 8,78
42 9,25 7,55




56 8,20 8,60

La tabla 6 demuestra que, en comparacion con la suplementacién con urea, la

suplementacién con la fuente de NNP de UB:

- aumento el ADG, en particular, durante la segunda mitad del periodo de prueba;
- aumento6 la DMI durante la duracion completa del experimento, con un aumento
en DMI de al menos 5 % durante los distintos periodos de tiempo considerados, en
comparacion con la dieta que contenia urea como fuente de NNP;

- aumento6 la DMI por unidad de BW, con un aumento de alrededor de 10 % en
comparacion con la dieta que contenia urea como fuente de NNP.

Efecto de la suplementacién de NNP sobre emisiones entéricas de novillos

El metano es una pérdida de energia que representa entre 2 % y 12 % de la ingesta de
energia bruta en rumiantes.

En la tabla 7, se muestra el efecto de la suplementacién de NNP con urea y UB sobre
la emision entérica de metano de novillos. Mas en particular, se muestra la ingesta
expresada en kg / dia, y la emisién de metano expresada en g / kg de DMI, g / kg de
OMIy g/ kg de ADG.

Tabla 7: Efecto de la suplementacion de NNP sobre la emision de metano entérico de

novillos

i Tratamiento
Item

+Urea +UB
Ingesta de DM (kg / dia) | 6,08 7,11
Emision de metano
(g / kg de DMI) 36,59 31,21
(9 / kg de OMI) 38,68 32,94
(g / kg de ADG) 213,79 212,31

Segun la tabla 7, se puede concluir que suplementar la dieta de novillos de un afio con
UB redujo la emision de metano sin comprometer o incluso mejorar su rendimiento. En
particular, se observo una disminucion en las emisiones de metano, cuando se expresa
como g/kg de DMI o g/kg de OMI, de alrededor de 15 %, en comparacion con una dieta
gue contenia urea como fuente de NNP. De manera simultanea, se observé que la DMI
considerada durante la duracion completa del experimento aumenté alrededor de 17 %
cuando se us6 UB como fuente de NNP, en comparacion con la dieta que contenia urea
como fuente de NNP.

EJEMPLO 4



En este ejemplo, se llevé a cabo un ensayo in vitro usando incubaciones de cultivo en
lote, con el objetivo de simular la fermentacién ruminal.

Adaptacion animal

Dos novillos cruzados Angus canulizados ruminalmente (808,8 + 36,3 kg de peso
corporal) se usaron como donantes de fluido ruminal para las incubaciones de cultivo in
vitro en lote. Los novillos se alimentaron con una dieta de ensilaje de maiz y residuos
de desmote (70 % y 30 % sobre la base de materia seca, respectivamente) ad libitum al
menos 35 dias antes de recolectar el fluido ruminal para llevar a cabo las incubaciones
in vitro. Cada novillo recibié una mezcla de NNP equivalente a 100 g de urea por dia
compuesta por una cantidad igual de N de las diferentes fuentes de NNP para adaptar
la comunidad microbiana del rumen. De este modo, cada novillo se alimenté diariamente
con 33 g de urea (46 % en peso de N) o 37 g de una mezcla de urea-biuret de acuerdo
con la presente divulgacion (UB) que comprendia 41 % en peso de N. Estas cantidades
se mezclaron con la dieta de pienso cada dos dias.

Preparacion del pienso y analisis quimico

El pienso se preparé mediante el secado de ensilaje de maiz y residuos de desmote
durante 45 horas a 55 °C y se moli6 para pasar una rejilla de 2 mm en un molino Wiley.
Disefio experimental y tratamientos

Las incubaciones de cultivo in vitro en lote se llevaron a cabo como un disefio en bloque
completo aleatorizado usando 70 % en peso de ensilaje de maiz y 30 % en peso de
residuos de desmote sobre la base de materia seca conservando las caracteristicas de
la dieta usadas durante el periodo de adaptacién animal. Los tratamientos se disefiaron
para ser isonitrogenados (= que tienen la misma cantidad de nitrégeno alimenticio) y
equivalentes a 1 % en peso de inclusion de urea. En consecuencia, los tratamientos con
NNP fueron de la siguiente manera:

- Control sin suplementacion de NNP (“control”);

- 100 % en peso de urea (Rumisan ®) (“urea”);

- 100 % en peso de una mezcla de urea/biuret de acuerdo con la presente solicitud
(“uB”).

Recoleccion de fluido del rumen e incubaciones in vitro

Las incubaciones in vitro se llevaron a cabo en tres dias separados (réplicas). Una
muestra representativa de lo digerido se recolect6 de diferentes lugares del rumen de
los novillos canulizados ruminalmente y se col6 a través de 4 capas de estamefia, se
colocé en recipientes térmicos precalentados y se transporté al laboratorio dentro de los

30 minutos después de la recoleccion. En el laboratorio, el fluido ruminal de los dos



novillos se mantuvo en flujo constante de CO, y se combind en proporciones iguales. El
fluido ruminal combinado se mezclé con amortiguador de McDougall (McDougall, 1948)
cony sin 0,077 g/litro de 10 % en peso de sulfato de amonio enriquecido con *N en una
relacién 1:4, y se usé como un inéculo. Se incubaron dos botellas de 500 ml provistas
de un brazo lateral y un septum de caucho por tratamiento. Las botellas contenian 5,6
g de materia seca de sustrato y 400 ml de inéculo enriquecido con *°N, y se incubaron
durante 24 horas a 39 °C con una agitacién de 60 rpm para monitorear la cinética de
produccion de gas usando un sistema de monitoreo de gas Ankom de Ankom
Technologies, Fairport, Nueva York. Asimismo, una botella de 500 ml sin inéculo
enriquecido con **N se incub6 para determinar el enriquecimiento de °N basal. A las 12
horas de incubacion, se recolectaron dos muestras de 10 ml de fluido del rumen de cada
botella a través del puerto del septum usando una jeringa de 20 ml. Estas muestras se
acidificaron mediante la adicién de 10 pL de una solucién de 20 % v/v de H,SO, a cada
muestra de 10 ml, y se congelaron a menos 20 °C hasta andlisis adicional. Al final de
las 24 horas de incubacion, se registré el pH final, las botellas se colocaron en hielo para
evitar fermentacion microbiana adicional y se recolectaron dos muestras de 10 mly se
acidificaron mediante la adicién de 20 pL de una solucién de 20 % v/v de H.SO, y se
congelaron a menos 20 °C hasta andlisis adicional. El contenido de fermentacion
restante se agité luego a 60 rpm durante 30 segundos y se dividié en dos submuestras.
De la primera submuestra, compuesta de contenido total, un volumen de 180 ml se
congeld a menos 20 °C hasta analisis adicional y se usaron 180 ml de la segunda
submuestra para recuperar el pelet microbiano. Ademas, dos tubos de 100 ml por
tratamiento que contenian 0,7 g del sustrato sobre la base de materia seca y 50 ml de
indculo sin enriquecimiento de **N y dos blancos se incubaron durante 24 horas a 39 °C
con agitacion a una velocidad de 60 rpm. Después de las 24 horas de incubacién con
fluido ruminal, se agregaron 6 ml de HCl y 2 ml de una solucién de pepsina al 5 %. Los
tubos se incubaron durante otras 48 horas a 39 °C. Después del periodo de incubacion,
los tubos se mantuvieron en hielo y luego se almacenaron para analisis adicional.
Concentracion de acidos grasos volatiles (VFA)

Los VFA producidos mediante fermentacion microbiana en el rumen son la principal
fuente de energia absorbida por el tubo digestivo de rumiantes. La cantidad y el perfil
de VFA en el rumen tienen consecuencias para la eficiencia del uso de energia,
produccion de metano, riesgos de acidosis ruminal (caracterizada por una disminucién
en el pH causada por una acumulacion de &cidos organicos en el rumen y un cambio en

el delicado equilibrio de los microorganismos del rumen). Se us6 una solucion a base



de agua usando una extraccion de acetato de etilo para determinar las concentraciones
de VFA alas 12 y 24 horas. Las muestras se centrifugaron a 10,000 x g durante 15 min
a 4 °C, 2 ml del sobrenadante se mezclaron con 0,4 ml (relacion 5:1) de una solucién de
acido metafosforico-crotonico, y las muestras se congelaron durante la noche. Luego,
las muestras se descongelaron y se centrifugaron nuevamente a 10,000 x g durante
15 min a 4 °C. El sobrenadante se transfiri6 a tubos de cultivo desechables de
borosilicato de 12 x 75 mm (Fisherbrand; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) y
se mezcl6 con acetato de etilo para formar una mezcla de acetato de etilo : sobrenadante
2:1. Las muestras se analizaron con un cromatografo de gases (Agilent 7820A GC,
Agilent Technologies) usando un detector de ionizacion de llama y una columna capilar
(CP-WAX 58 FFAP 25 m x 0,53 mm, Varian CP7767; Varian Inc.).

Sintesis de proteina microbiana

El ecosistema microbiano del rumen esta formado principalmente por especies de
bacterias, hongos y protozoos. Los microbios fermentan los alimentos ingeridos por el
rumiante y, mediante fermentacion, producen productos finales que son utilizados por el
rumiante asi como los microbios en si mismos para su propia proliferacion y crecimiento.
La diversidad de especies y sus proporciones relativas en la comunidad microbiana
dependen principalmente de la dieta que consuma el animal. Por ende, es importante
que se alimente al animal con una mezcla saludable de diferentes productos alimenticios
para que el rumen y su microflora sigan funcionando de manera eficiente. La velocidad
de digestion del pienso depende de la calidad y del suplemento del pienso y se ve
afectada por la cantidad y tipo de microbios, el pH del rumen, los nutrientes que limitan
el crecimiento de los microbios y la eliminacion de microbios del rumen. La energiay las
proteinas son los nutrientes principales que limitan el crecimiento microbiano, y, por lo
tanto, la fermentacion ruminal. La poblacion microbiana necesita energia y proteinas
para su crecimiento y multiplicacion. Las proteinas, cuando se digieren, se
descomponen en péptidos, que son cadenas cortas de aminoacidos. La digestién
adicional de los péptidos produce aminoacidos individuales y eventualmente amoniaco.
Los microbios del rumen son la fuente principal de proteinas del animal rumiante. Si hay
suficiente energia disponible, los microbios del rumen descomponen la proteina
degradable del rumen en amino&cidos y luego en amoniaco que es una fuente principal
de N para el crecimiento microbiano. Los microbios también convierten el NNP en
amoniaco, lo que contribuye a la reserva de amoniaco disponible para el crecimiento
microbiano. La proteina microbiana se expulsa continuamente del rumen al intestino

donde se somete a digestion enzimatica. Los aminoacidos producidos a partir de la



proteina microbiana digerida se absorben a través del intestino delgado. Por lo tanto, la
cantidad de proteina microbiana que fluye hacia los intestinos depende, en gran medida,
de la disponibilidad de energia fermentable y N en la dieta consumida por los rumiantes.
El nitrégeno (N) total y el suplemento isotdpico se midieron en todo el contenido y en el
pelet bacteriano mediante una espectrometria de masas de relacion isotdpica usando
un analizador Vario Micro Cube de Elementar Analyzer System GmbH. La submuestra
de pelet de bacterias se centrifugd lentamente a 1,000 x g durante 10 minutos a 4 °C.
El sobrenadante resultante se centrifugd rapidamente a 20,000 x g durante 20 minutos
a 4 °C para obtener el pelet de bacterias. Luego, este pelet de bacterias se lavé con una
solucion salina al 0,9 % y se centrifugd a 20,000 x g durante 20 minutos a 4 °C,
descartando el sobrenadante. El procedimiento de lavado con solucion salina se repitid
dos veces. Finalmente, el pelet bacteriano se liofilizé. Por separado, la submuestra de
180 ml de contenido total se liofiliz6 completamente. Las muestras secas del contenido
total y del pelet bacteriano se molieron manualmente y se pesaron en una capsula de
estafio de peso estandar presionada de 8 x 5 mm usando una microbalanza Mettler-
Toledo Excellence Plus XP de Mettler-Toledo GmbH, Laboratory and Weighing
Technologies. Luego, se agregaron 35 pL de una solucion de 10 g/L de K,CO3 a cada
muestra y se secaron durante la noche en un horno de aire forzado a 60 °C para
evaporacion completa de NHs-N. El porcentaje de &tomo *°N en las muestras secas se
analiz6 en un espectrémetro de masas de relacion isotépica (IsoPrime 100 de IsoPrime)
y se expres6 como la abundancia fraccional de fracciones isotdpicas (**N /1“N)
multiplicada por 10.

Concentracion de amoniaco-N

La produccion de amoniaco ruminal refleja, en gran medida, la cantidad de proteina
degradable en el rumen. El nitrégeno amoniacal (amoniaco-N) ruminal es un nutriente
critico para favorecer el crecimiento microbiano y la fermentacion. Asegurar la
disponibilidad de amoniaco-N en el rumen de manera cuantitativa y oportuna es
fundamental para lograr la tasa maxima de fermentacion y digestibilidad del pienso.

La concentracién de amoniaco-N a 12 y 24 horas en el fluido de incubacién se midié
después de centrifugar a 10,000 x g durante 15 minutos a 4 °C usando una
centrifugadora Avanti J-E de Beckman Coulter® Incorporated. Un ml de reactivo de fenol
se coloco con pipetas en tubos de cultivo desechables de borosilicato de 12 x 75 mm
(Fisherbrand; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA). Una alicuota de 20 pL del
sobrenadante de la muestra centrifugada se transfiri6 a los tubos de cultivo que

contenian fenol. Después de agitar en voértice, se agregaron 0,8 ml de solucién de



hipoclorito a la mezcla y se agitdé en vortice nuevamente. Los tubos de cultivo se
cubrieron con canicas de vidrio y se colocaron en un bafio de agua a 95 °C durante 5
minutos. La absorbancia se ley6 en placas de 96 cavidades de fondo plano a una
longitud de onda de 665 nm usando un lector de placas DU-500 de Beckman Coulter®
Inc. El residuo de fermentacion reservado en los tubos de 100 ml se filtrd, se sec6 a 105
°C en un horno de aire forzado durante 24 horas y se incineré a 550 °C durante 6 horas
para determinar la materia organica sin digerir.

Desaparicion de nutrientes

La digestibilidad representa la proporcién de nutrientes ingeridos que son absorbidos
por el animal. La materia seca se define como la pérdida de peso de las muestras
cuando se secan en un horno por sobre 100 °C durante 12 — 24 horas, mientras que la
materia organica define la pérdida de peso de la materia seca cuando se combustiona
(la materia seca menos el contenido de ceniza). La materia seca consiste en todos los
nutrientes, mientras que la materia organica consiste en todos los nutrientes con
excepcién de las cenizas. La digestibilidad de la materia organica se define como la
proporcion de materia organica en el pienso que se digiere en el rumen o en el tubo
digestivo total del rumiante. La digestibilidad ruminal de la materia organica puede
usarse para estimar la energia disponible para estimular el crecimiento microbiano y la
sintesis de proteina microbiana resultante en el rumen.

La digestibilidad in vitro de la materia organica seca (IVDMD) y la digestibilidad in vitro
de la materia organica (IVOMD) se calcularon con las siguientes formulas:

materia seca incubada — materia seca residual
IVDMD (%) = : : x 100
materia seca incubada

materia organica incubada — materia organica residual
IVOMD (%) = - —— x 100
materia organica incubada

Resultados

En la tabla 8 a continuacion, se muestra la concentracion de VFA total y la concentracion
de amoniaco-N en: una dieta de control sin suplementacién de NNP (“control”), una dieta
a base de ensilaje de maiz con suplementacion de urea (“urea”) o con suplementacion
de una mezcla de urea-biuret de acuerdo con la presente divulgacion (“UB”) después de
12 horas de incubacion. En la tabla 9 a continuacién, se muestra lo mismo después de
24 horas de incubacion. En la tabla 9, también se muestran el pH del fluido, la
degradabilidad in vitro de la materia seca (IVDMD) y la degradabilidad in vitro de la
materia organica (IVOMD) después de 24 horas de incubacion. El pH del rumen tiene
profundos efectos sobre el crecimiento de los microbios ruminales y la digestion que se

lleva a cabo en este preestobmago. El pH del rumen puede afectar el grado de



fermentacion ruminal al alterar las poblaciones microbianas y la capacidad de absorcién
de los tejidos. Un pH ruminal bajo durante periodos prolongados cada dia, por ejemplo,
puede afectar a la ingesta de pienso, el metabolismo microbiano y la digestion del
pienso, y también se relacioné con la inflamacion, la diarrea y la depresién de la grasa
lactea.

Tabla 8: Efecto de la suplementacién de NNP sobre VFA y amoniaco-N a las 12 horas

de incubacién en una dieta a base de ensilaje de maiz

Variable Control Urea uB
mM

VFA total 30,95 31,77 32,55

Amoniaco-N | 0,35 2,74 2,61

Tabla 9: Efecto de la suplementacién de NNP sobre VFA y amoniaco-N, pH vy
digestibilidad in vitro o materia organica y seca a las 24 horas de incubacién en una
dieta a base de ensilaje de maiz

Variable Control Urea uB
mM

VFA total 41,39 40,96 42,85

Amoniaco-N | 2,48 6,55 7,34

pH 6,34 6,38 6,37

IVDMD, % 45,02 45,08 45,78

IVOMD, % 64,13 65,38 64,17

Segun las tablas 8 y 9, se puede concluir que

- Con respecto a VFA total, la mezcla de UB de acuerdo con la presente solicitud
generd una mayor cantidad de VFA en comparacion con el control sin suplementacion
de NNP o con suplementacion de urea. Estos descubrimientos indican que la mezcla de
urea y biuret de acuerdo con la presente divulgacion es més efectiva para favorecer la
fermentacion in vitro que la suplementacion de urea.

- Con respecto al amoniaco-N, como se esperaba, la suplementacion con NNP, es
decir, urea o la mezcla de UBN aumenté su concentracion.

- Con respecto a la IVDMD, la suplementacion con UB, pero no con urea, mejoro el

grado de degradacion de materia seca. Estos descubrimientos respaldan ademas la



proposicion de que la suplementacion con UB es mas efectiva para favorecer la
fermentacion ruminal que la urea.

- En general, estos resultados demuestran que la mezcla de UB de acuerdo con la
presente solicitud es una fuente efectiva de NNP que supera a la urea para favorecer la

fermentacion in vitro.

Enlatabla 10, se muestra la concentracion de N bacteriano, la eficiencia de las bacterias
(BE) o, dicho de otro modo, la eficiencia de la sintesis de proteina microbiana (EMPS),
es decir, g de N bacteriano/ kg de OM realmente digerido para (i) una dieta de control
sin suplementacion de NNP (“control”), (ii) una dieta a base de ensilaje de maiz con
suplementacion de urea (‘urea”) o (iii) una dieta a base de ensilaje de maiz con
suplementacién con una mezcla de urea-biuret de acuerdo con la presente solicitud
(“UB”), después de 24 horas de incubacion. Estos pardmetros definen la capacidad de

los microbios del rumen para usar N.

Tabla 10: Efecto de la suplementacibn de NNP sobre la sintesis microbiana y la

produccién de eficiencia microbiana en una dieta a base de maiz

Variable Control Urea UB
N bacteriano, mg | 55,66 67,34 59,55
EMPS 27,07 34,46 41,98

Segun la tabla 10, se puede concluir que la suplementacion de la dieta de control con
NNP aumenta la cantidad de N asimilado por las bacterias. La suplementacién con la
mezcla de urea/biuret de acuerdo con la presente solicitud dio como resultado, en
particular, una mayor eficiencia bacteriana/mayor eficiencia de la sintesis de proteina
microbiana. Estos resultados coinciden con los resultados del ejemplo 2.

Produccion de metano

Cuando un rumiante come pienso, los nutrientes estan inicialmente en forma de
carbohidratos, proteinas y grasas (o lipidos). Durante la fermentacién de los
carbohidratos, se produce diéxido de carbono y metano.

La cantidad de metano producido se determiné al medir la produccion total de gas y la
contribucion de metano a esta. La produccion de gas se registré usando un sistema de
monitoreo de gas Ankom de Ankom Technologies. Este sistema se adapt6 a botellas de
500 ml durante todo el proceso de fermentacion. La cinética de la produccién se ajusto

a un modelo de Gompertz para determinar la tasa de produccion maxima total de gas



(M), la tasa fraccionaria de gas producido (kf) y la fase de desfase (L). Una submuestra
de gas se analiz6 para medir la concentracion de metano y calcular la produccién total
de metano durante la fermentacion. La concentracion de metano se determin6 usando
un cromatografo de gases Agilent 7820 GC de Agilent Technologies con ionizacién de
llama y una columna capilar (silice de trama fusionada 25 m x 0,32 mm, recubrimiento
Molsieve 5A, Varian CP 7536 de Varian Inc.).

En la tabla 11, se muestra el efecto de la suplementacion de NNP sobre la produccién
de metano en una dieta a base de ensilaje de maiz. Mas en particular, se muestra la
produccion de gas metano expresada en mM/g de materia organica incubada (OMi) y
expresada en mM/g de materia organica digerida (OMd), en una dieta de control sin
suplementacion de NNP (“control”), una dieta a base de ensilaje de maiz con
suplementacion de urea (“urea”) o bien con una mezcla de urea/biuret de acuerdo con
la presente solicitud (“UB”).

La tabla 11 muestra que la suplementacién con una mezcla de UB de acuerdo con la
presente divulgacion dio como resultado una menor producciébn de metano en
comparacion con la dieta de control o la dieta con urea como NNP. La produccién de
metano disminuyé en alrededor de 4-5 % cuando esta expresada por g de OMi o por g
de OMd, en comparacién con la urea como NNP.

Tabla 11: Efecto de la suplementacion de NNP sobre la produccion de metano en una

dieta a base de ensilaje de maiz

Variable Control Urea uB
mM/g de OMi | 1,24 1,23 1,18
mM/g de | 6,93 6,86 6,58
omMd

EJEMPLO 5 - dosis en aumento de UB en fermentacion y produccion de metano
in vitro

El objetivo principal del ejemplo 5 fue evaluar el impacto de dosis en aumento de una
mezcla de urea y biuret de acuerdo con la presente divulgacion, en adelante UB, con la
composicion como en el ejemplo 1 (41 % de N, YARA International) sobre la
fermentacion in vitro, la digestibilidad de nutrientes y la produccién de metano en una
dieta a base de ensilaje de maiz.

Enfoque y procedimientos de investigacion

Se usaron dos novillos canulizados ruminalmente como donantes de fluido ruminal para

las incubaciones de cultivo in vitro en lote. Los novillos se alimentaron con ensilaje de



maiz, residuos de desmote de algoddn y una premezcla de vitaminas y minerales (70,
28 y 2 % sobre la base de materia seca, respectivamente) ad libitum al menos 35 d
antes de recolectar el fluido ruminal para llevar a cabo las incubaciones in vitro. Para
adaptar los novillos a la presencia de NNP, cada novillo recibié el N equivalente a 100
g de urea por dia (46 g de N diarios/novillo) pero dividido en las dos fuentes de NNP.
Por ende, cada novillo se alimenté diariamente con 33 g de urea o 37 g de una mezcla
de urea/biuret de acuerdo con la presente solicitud. Estas cantidades se mezclaron
diariamente con la dieta. Las incubaciones in vitro se llevaron a cabo en tres dias
separados (réplicas) usando el mismo ensilaje suministrado a los novillos como sustrato
de incubacion. Las fuentes de NNP a evaluar se analizaron para determinar el contenido
total de N y se incubaron sobre una base isonitrogenada.

Tratamientos

Los sustratos de incubacién (tratamientos) a evaluar fueron el control (CON, sin
suplementacién de NNP) y cuatro inclusiones en aumento (de 1x a 4x) de la mezcla de
urea-biuret de acuerdo con la presente solicitud (UB). Los tratamientos a 1x se
disefiaron para ser isonitrogenados y equivalentes a 1 % de la inclusion sobre la base
de materia seca de urea (Yara International) en la dieta, excepto por el tratamiento con
CON.

Incubaciones de cultivo en lote

Las incubaciones in vitro se llevaron a cabo en tres dias separados (réplicas) usando el
mismo ensilaje suministrado a los novillos como sustrato de incubacién. Una muestra
representativa de lo digerido del rumen se recolectd de diferentes lugares del rumen de
los novillos canulizados ruminalmente y se col6 a través de 4 capas de estamenfa, se
colocé en recipientes térmicos precalentados y se transport6 al laboratorio antes de los
30 minutos de la recoleccion. En el laboratorio, el fluido ruminal de los dos novillos se
mantuvo en flujo constante de CO, y se combiné en proporciones iguales. El flujo
ruminal combinado se mezclé con el amortiguador de McDougall a una relacién 1:4 (es
decir, inéculo).

Dos botellas de 120 ml por tratamiento que contenian 0,7 g y 50 ml de in6culo se
incubaron durante 24 h a 39 °C con agitacion suave (60 rpm). Ademas, se incubaron
dos botellas sin sustrato como botellas vacias. La presion de gas se registro a las 24 h
y se almacend una muestra de gas para analisis adicional. Al final de las 24 h de
incubacion, se registré el pH final del fluido de fermentacién y se recolectaron dos
muestras de 10 ml y se acidificaron al agregar 20 pL de una solucion al 20 % (v/v) de

H.SO4 y se congelaron a -20 °C hasta analisis adicional.



La medicion de la digestibilidad in vitro de la materia organica (IVOMD) se llev6 a cabo
al incubar un conjunto separado de tubos duplicados de polipropileno de 100 ml durante
24 h a 39 °C en cada uno de los dias de réplica. Estos matraces contenian 0,7 g del
sustrato y se inocularon con 50 ml de una mezcla 4:1 de amortiguador McDougall:fluido
ruminal. Después de 24 h de incubacion con fluido ruminal, se agreg6 una solucién de
pepsina-HCI, y se incubaron tubos durante otras 48 h més antes de filtrarlos, secarlos a
105 °C en un horno de aire forzado durante 24 h, e incinerarlos a 550 °C durante 6 h
para determinar la materia organica sin digerir.

Analisis de muestras

Las concentraciones de NHs-N en el fluido de incubacion se midieron después de
centrifugar a 10,000 x g durante 15 min a 4 °C (Avanti J-E, Beckman Coulter Inc., Palo
Alto, CA) siguiendo la metodologia descrita en Broderick y Kang (1980). Brevemente,
se coloco en pipetas 1 ml de un reactivo de fenol en tubos de cultivo desechables de
borosilicato de 12 x 75 mm (Fisherbrand; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA).
Una alicuota de 20 uL del sobrenadante de la muestra centrifugada se transfirié a los
tubos de cultivo que contienen fenol. Después de agitar en vortice, se agregaron 0,8 ml
de una solucién de hipoclorito a la mezcla y se agité en vortice huevamente. Los tubos
de cultivo se cubrieron con canicas de vidrio y se colocaron en un bafio de agua a 95
°C durante 5 min. La absorbancia se leyé en muestras de 200 puL a ODe2o en placas de
96 cavidades de fondo plano (Corning Costar 3361, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA) usando un lector de placas (Fisherbrand UV/VIS AccuSkan GO
Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific Inc., Hampton, NH). Todos los ensayos se
llevaron a cabo en determinaciones duplicadas con analisis posteriores realizados
cuando los CV estaban por encima del 5 %.

La produccién total de gas se midié usando un transductor manual (Digital Test Gauge,
Ashcroft Inc., Stratford, CT, EE.UU.), y se analiz6 una submuestra para medir la
concentracion de CHs mediante cromatografia de gases para calcular la produccién total
de CH4 durante el transcurso de la fermentacién. Para determinar las concentraciones
de CH4, se us6 un cromatégrafo de gases (Agilent 7820A GC, Agilent Technologies,
Palo Alto, CA) que usa ionizacion de llama y una columna capilar (silice de trama
fusionada 25 m x 0,32 mm, recubrimiento Molsieve 5A, Varian CP7536; Varian Inc.,
Lake Forest, CA). Las temperaturas del inyector, la columna, y el detector fueron 80,
160, y 200 °C, respectivamente, y N, fue el gas portador que fluyé a 3,3 ml/min. La

relacion de separacion para la muestra de CH4 inyectada fue 100:1.



Ademads, las concentraciones totales de &cidos grasos volatiles (VFA) se midieron
mediante cromatografia de gases en el fluido de incubacién al final de la fermentacién
para evaluar los cambios potenciales en el perfil de VFA que se producen, siguiendo la
metodologia descrita en Ruiz-Moreno et al. (2015). Brevemente, las muestras se
centrifugaron a 10,000 x g durante 15 min a 4 °C. Dos milimetros del sobrenadante se
mezclaron con 0,4 ml (relacién 5:1) de una solucion de acido metafosférico:crotonico
(estandar interno), y las muestras se congelaron durante la noche. Las muestras se
descongelaron y se centrifugaron nuevamente a 10,000 x g durante 15 min a 4 °C. El
sobrenadante se transfirié a tubos de cultivo desechables de borosilicato de 12 mm x
75 mm (Fisherbrand; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) y se mezcl6 con
acetato de etilo para formar una mezcla de acetato de etilo:sobrenadante 2:1. Los tubos
de cultivo se agitaron vigorosamente y luego se dejaron reposar 5 min para permitir la
separacion del acetato de etilo. Una submuestra del acetato de etilo se transfirié a
pequefios viales antes del analisis. Las muestras se analizaron con un cromatégrafo de
gases (Agilent 7820A GC, Agilent Technologies) usando un detector de ionizacién de
llama y una columna capilar (CP-WAX 58 FFAP 25 m x 0,53 mm, Varian CP7767; Varian
Inc.). La temperatura de columna se mantuvo a 110 °C, y las temperaturas del inyector
y detector fueron 200 y 220 °C, respectivamente.

Dosis en aumento de urea/biuret en fermentacion in vitro y emisiones de CH, -
resultados

Los resultados se representan en la tabla 12.

Tabla 12. Efecto de aumentar la inclusion de UB sobre el pH de la fermentacion fluida,
las concentraciones de acidos grasos volatiles y amoniaco-N, la digestibilidad in vitro de

la materia organica, y la produccion de gas y metano en una dieta a base de ensilaje de

maiz.

Variable! Inclusiéon de UB
0x 1x 2X 3x 4x

pH 6,50 6,49 6,54 6,59 6,63
Acidos grasos volatiles totales,
mM 88,72 105,78 |101,83 |99,92 96,03
Acetato, mM 55,57 65,41 52,45 61,03 59,15
Propionato, mM 18,19 22,12 21,14 21,09 19,68
Butirato, mM 10,79 13,21 13,36 13,02 12,69
Acetato, mol/100 mol 62,64 61,76 61,32 61,00 61,56
Propionato, mol/100 mol 20,52 20,89 20,77 21,07 20,52




Butirato, mol/100 mol 12,15 12,57 13,11 13,13 13,25

Acetato:Propionato 3,05 2,97 2,97 2,90 3,01
Amoniaco-N, mM 3,25 6,96 9,96 13,88 15,39
[VOMD, % 54,40 54,96 55,13 58,77 57,48

Produccion de gas, ml/g de OMd |300,26 |301,34 [297,04 |263,94 |262,43
Producciéon de metano, mM/g de
OomMd 33,73 32,74 32,43 28,84 23,02

11VOMD: Digestibilidad in vitro de materia organica; OMd: Materia organica degradada.

Las dosis en aumento de UB aumentaron linealmente la concentracién de NHs-N, el pH
del fluido del rumen y la IVOMD. Asimismo, la concentracion de VFA total, acetato,
propionato y butirato tuvieron un aumento cuadratico cuando se aumenté la inclusion de
UB. Adicionalmente, el aumento de la inclusiéon de UB redujo linealmente la relacion de
acetato:propionato y la produccion de gas y CH, (tabla 12).

En el presente experimento, la inclusion de UB aumento la concentracion de NHs-N que
dio como resultado una mayor IVOMD y concentracién de VFA total e individual, lo que
indica una mayor fermentaciéon. Los microbios del rumen pueden usar NHs3-N para
sintetizar la proteina microbiana promoviendo una mayor fermentacion. Ademas, la
mayor concentracién de NHs-N concuerda con el aumento lineal del pH del fluido de
rumen.

El aumento de la inclusion de UB promovié otras vias metabdlicas distintas de la
formacion de acetato, con una disminucién lineal en la proporciébn de acetato al
aumentar la suplementacién de UB.

Ademas, el aumento de la suplementacion de UB disminuyé linealmente la produccién
de gas y CH,, pero aumenté los VFA y la IVOMD, lo que sugiere cambios en las
comunidades microbianas del rumen, posiblemente Archaeas y bacterias fibroliticas,
gue explican la menor produccién de CH. y la menor proporcion de acetato. Sin
pretender limitarse a la teoria, la mayor concentracion de NHs-N durante la incubacién
da como resultado una mayor tasa de fermentacion, lo cual aumenta la concentracion
de VFA e IVOMD. Sin embargo, la acumulacion mas rapida de NHs-N puede tener como
resultado un efecto toxico sobre algunas comunidades microbianas del rumen, lo que
afecta la produccion de gas y CHa.

A continuacion, en la presente se establecen declaraciones particulares adicionales
(caracteristicas) y formas de realizacion y usos de una composicién de NNP de acuerdo

con la presente divulgacion.



Declaracion 1. Uso de una composicién gue comprende biuret, urea y subproductos que
contienen N de la produccién de biuret a partir de urea como una fuente de NNP en una
composicion de suplemento alimenticio para rumiantes para disminuir la relacion de
acetato con respecto a propionato producida por microbios del rumen en un rumiante.
Declaracion 2. Uso de una composicién gue comprende biuret, urea y subproductos que
contienen N de la produccion de biuret a partir de urea como una fuente de NNP en una
composicion de suplemento alimenticio para rumiantes para mejorar la eficiencia de la
sintesis de proteina microbiana (EMPS).

Declaracion 3. Uso de una composicion que comprende biuret, urea y subproductos que
contienen N de la produccion de biuret a partir de urea como una fuente de NNP en una
composicion de suplemento alimenticio para rumiantes para aumentar la digestibilidad
de la materia seca (DM) y la materia organica (OM).

Declaracion 4. Uso de una composicion de suplemento alimenticio para rumiantes que
comprende urea, biuret y subproductos que contienen N de la produccién de biuret a
partir de urea, como una fuente de NNP para reducir la emisién de metano producida
por animales rumiantes.

Declaracion 5. Uso de una composicion de suplemento alimenticio para rumiantes que
comprende urea, biuret y subproductos que contienen N de la produccién de biuret a
partir de urea, como una fuente de NNP para mejorar la ingesta de materia seca (DMI)
de animales rumiantes.

Declaracion 6. Uso de acuerdo con cualquiera de las declaraciones 1 a 5, en donde la
composicion comprende entre 30 y 60 % en peso de urea y entre 30y 60 % en peso de
biuret, en particular, entre 35 y 55 % en peso de urea y entre 35y 50 % en peso de
biuret, en funcion del peso total de la composicion.

Declaracion 7. Uso de acuerdo con la declaracion 6, en donde la composicién
comprende entre 37 y 52 % en peso de urea y entre 39 y 46 % en peso de biuret, en
funcion del peso total de la composicion.

Declaracion 8. Uso de acuerdo con cualquiera de las declaraciones 1 a 7, en donde la
composicion comprende ademas entre 5y 30 % en peso de subproductos que contienen
N de la produccién de biuret a partir de urea, en funcién del peso total de la composicion.
Declaracion 9. Uso de acuerdo con la declaracion 8, en donde la composicién
comprende ademas entre 2,5y 8 % en peso de triuret, y/o entre 0,1y 5 % en peso de
amelida, y/o entre 2,5y 15 % en peso de &cido cianurico, y entre 0,1y 2,0 % en peso

de humedad, en funcion del peso total de la composicion.



Declaracion 10. Uso de acuerdo con la declaracion 8, en donde la composicién
comprende ademas: entre 3y 6 % en peso de triuret, y/o entre 0,5y 3 % en peso de
amelida, y/o entre 3y 10 % en peso de &cido cianurico, y entre 0,1y 1,5 % en peso de
humedad.

Declaracion 11. Composicion de pienso para rumiantes que comprende uno 0 mas
ingredientes nutricionales y una composicion de NNP, en donde la composicién de NNP
comprende (a) entre 35 y 55 % en peso de urea; (b) entre 35y 50 % en peso de biuret;
y (c) entre 5 % en peso y 30 % en peso de subproductos que contienen N de la
produccion de biuret a partir de urea, en funcién del peso total de la composicion de
NNP, en particular, en donde los subproductos que contienen N son triuret, amelida y/o
acido ciandrico.

Declaracion 12. Composicion de pienso para rumiantes de acuerdo con la declaracion
11, en donde la composicion de NNP comprende (a) entre 37 y 52 % en peso de urea;
(b) entre 39 y 46 % en peso de biuret; (c) entre 3 % en peso y 6 % en peso de triuret;
(d) entre 0,5y 3 % en peso de amelida; y (e) entre 3y 10 % en peso de acido ciandrico,
en funcion del peso total de la composicion de NNP.

Declaracion 13. Composicion de pienso para rumiantes de acuerdo con la declaracion
11 o 12, en donde el uno o mas ingredientes nutricionales forman una racién

nutricionalmente equilibrada o una racién basal para un rumiante.



