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l- I NTRODUCCTION

El metabolismo de los compuestos nitrogenados 1levados
a cabo por microorganismos del rdmen, ha recibido una conside
rable atenci6n en la investigacién de la nutricién de los ru-
miantes,

La variedad de los compuestos nitrogenados a disposi==
cién de los microorganismos del rdmen, son bastante amplios;-
tales .compuestos comprenden protelna de distinta naturaleza,-
las cuales difieren marcadamenté en solubilidad y contenido =
en amino&cidos, protéinas nucleares'que contienen.diversas ba
ses pirimidicas y pliricas, muchos compuestos diferentes de ni
trégeno no protéico tales como amino&cidos, péptidos, amidas,
aminas volé&tiles, sales de amonio, nitratOS.y nitritos, asl -
como compuestos tales como Urea y Biuret, estos Gltimos son -
los que a la fecha son usados por diferentes empresas fabri--
cantes de alimento para rumiantes en Estados Unidos y Europa-A
especfficamente Inglaterra, sin embargo no es muy. conocido ==
los niveles téxicos para becerros en crecimiento, ni la capa-
cidad metabolizable de estos animales, '

De lo anterior se plantéo la hipétesis sobre los dis-~
tintos niveles de concentracién de amoniaco en la sangre, a -
distintas horas del consumo de urea y biuret con el objeto de
conocer el nivel més crftico de amoniaco -y urea en becerfos -

- Holstein Friesian,



0OBJETI VO

El objetivo del presenta trabajo es la determinacién .
de la concentracién de amoniaco y urea en sangre, ast como-
su toxicidad después de la ingesti6éna 2 - 4 - 6 -8y 10 -
horas, dando biuret y urea como fuentes de nitrégeno no pro

teico,



2,- REVISION DE LITERATURA

2.1,- Nitrégeno no Proteico,

Las fuentes de nitrégeno no proteico son compues
tos orgénicos de nitrégeno, hidrégeno y carbono,
los cuales pueden ser utilizados por la microflg
ra del rumiante para sintetizar aminodcidos Blax
ter (1962}, El ciclo del nitrégeno no proteico -
en el estémago del rumiante (Fig: 1) indica que-
el N,N.P, ingerid6 se transforma en amoniaco ru-
mial y que si éste no es incorporado a los &ci-- -
dos nuclefcos o a los 4cidos aminados, es absor-
vido a partir del rumen o de proporciones mas ba
jas del tracto gastro intestinal (Church 1975).,
El1 amoniaco absorvido es trénspoftado al hlgado-
por el sistema portal y convertido en urea por -
el higado (Mc Donald 1948). La incapacidad del -
hfgado para convertir todo el amoniaco en urea-
puede dar lugar a toxicidad.(thalupa 1968), La -
urea es escretada por la orina y lé que escapa -
a la excreci6n urinaria puede paséf al rumen por
via salival y por difusién a través de la pa%ed,
del rumen, (Mc Donald 1948), l

El metabolismo de los compuestos nitrogenados lle
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vado a cabo por los microorganismos del rumen ha
recibido una considerable atencién por parte de-
numerosos investigadores (Hungate 1966},
La variedad de Jos compuestos nitrogenados a dis
posicién de los microorganismos del rumen es bas
tante amplia, Tales compuestos comprende protefl-
nas de distinta naturaleza las cuales difieren -
marcadamente en solubilidad y contenido en amino.
4cidos, protelfnas nucleares que contienen diver-
sés bases pirimidibag y paricas, muchos compues=
tos diferentes de nitrbgeno no proteico, tales -
como amino&cidos, péptidos, amidas, aminas, sa-=
les de amonio, nitritos y nitraéos, as{ como com
puestos tales como urea y biuret que pueden ser-
incluidos en las raciones para rumiantes (Church
1975).

2,2.,- Uso de Biuret en Rumiantes, ‘
El biuret es una fuente de N,N,P, cuyas caracte-
risticas flsicas y quTmicas.se presentan en el -
Cuadro 1, su degradacién en el rumén‘es lenta ==
siendo aprovechado eficientemente; el amoniaco =
no se acumula en altos niveles en el rumen, ﬁi -
en la sangre, que pudieran ser téxfcos.
El biurei es menos soluble en el rumen que la ~-

urea, algunos estudios indican que el 65% fue de



2.3 l-

gradado en el rumen y el 35% pasado por el ru--
men sin degradacfén; Tawari et al 1973 indican-
que el biuret probablemente no eé degradado por
los protozoarios,

La actividad del biuret para funcionar efectiva
mente:como fuente de nitrégeno en ia suplementa
cién animal depende generalmente de i1a habili-=-
dad de la microflora ruminal de desarrollar y -
mantener una actividad biuretolitica dentro de-
un rango mfnimo de condiciones de alimentacién.
Con respécto a la adaptacién del rumiante al --
biuret (Campbell et al 1960) encontraron que es
necesario un perfodo de 4 - 6 semanas para que-
exista una mayor utilizacién del biuret por ove
jas y becerros, ya que si se utiliza biuret co-
mo fuente de nitrégeno no se va a obtener una -
utilizacién inmediata por parte de la microflo-_
ra rumial,

Sitio del metabolismo de N_N,P,

La urea es el producto final del metabolismo ==

- del nitrégeno en mamfferos (NHz y &cido nuclei-

co también. aparecen en altos niveles), El amo--
niaco formado en el rumen no es usado por estos
microorganismos cuando se absorvié a través de-

las paredes del rumen dentro del torrente san=-=-



CUADRO

1

PROPIEDADES FIiSICAS Y QUIMICAS DE

BIURET Y UREA

(PAUL v, 1975),

PROPIEDAD

BIURET

UREA

NOMBRE QU IMICO

FORMULA ESTRUCTU

RAL

FORMULA MOLECU~--

LAR

CONTENIDO DE Ni-

i TROGENO g/mol,

PROTEINA EQUIVA-
LENTE % (N x 6,25)

PESO MOLECULAR

DENS 1 DAD

SOLUB-IL1DAD

ESTABILIDAD

BIURET O CARBAMILUREA

HpN = C = NH = C NHp

0

C, Hg Ny 0y

40.77%

254,81

103,09

1,467 g/c
a Smi

EN AGUA (g/100 g Soln)

a 25.C 2,07
50.¢C  7.00
75°C  20.00

104.5°C 53.50

Se disuelve lentamente

en ether,
SE DESCOMPONE A
193°¢C

UREA O CARBAM|-
DA

HaN = € - NHp
0

CHh N2 0

L6,65%

291,56
60,06

1,32 g/cm%
a 18 ¢c

1 g, se disuelve
en 1 ml, de agua
Es insoluble en-
cloroformo y - -
ether, '

SE DESCOMPONE =~-
CERCA DE,
132,7 C




qufneo siendo sintetizada la urea en el hflgado,
La urea no es concentrada ni abundante en los =
tejidos del cuerpo pero la urea del plasma pue~
de ser reciclada por el rumen o clarificada por
los rifiones o excretada, .

Potencialmente la urea excretable es retenida -
en los 1fquidos del cuerpo o extendfda en forma
inversa al consumo de nitrdgeno y agua del ani=
mal (Livingston y Col, 1962),

Tanto la urea como el biuret son hidrolizados a
amonia en-el rumen. La concentracién de urea en-
1fquido ruminal puede diséinuir y si la urea -~
del plasma se encuentra e; una concentracién ma
yor puede pasar directamente de la sangre al ru
men a través de sus paredes, (H, Cout 1969), es
timé que en borregas, 1.6 gr, de urea nitrogena
da por dfa pasaron al rumen a través de la pa--
red y 1 gr, de urea nitrogenada entraba por el=-
el gran volumen de saliva, cuando los animales-
eran alimentados con una dieta baja en protefna
. La concentracién de urea én la sangre en la sa-
liva y 1a suma reciclada del rumen varié direc-
tamente con la cantidad de nitrégeno total inge
rido {Somers, 1969),

Nishihara y Col., (1965), Tiwari y Col, {1973),-



encontraron que el biuret es descompuesto por-
biureteza en amonia y 6xido de carbono y uréa,
posteriormente éste es aprovechado por hidréli
sis por la ureaza, La biuretaza fue encontrada
dentro de células bacterianas mas bien que en-
protozoarios (Tiwari, 1972) Tiwari (1973b) mos
tré que los protozoarios no se encontraban in-
volucrados en la degradacién de biuret, Schro--
der (1970) encontré que el rumen es el sitio =
mayor para el metabolismo del biuret en borre-
gas adaptadas a este compuesto (61 a 91% del -
biuret administrado en el rumen no fue recobra
do).

El biuret introducido en é] torrente sangufneo
a través de inyeccién yugular, de rumen o in-=
testinos fue excretado en la orina sin cambio-
alguno, ‘

Mc Laren y Col, (1960) en 1la alimentaci6n de -
borregas con 10% de protefna'en la dieta y 67%
de nitrégeno del biuret reportaron due el 4% -
de la ingesta del biuret fue excrefédo en la -
orina en ambos experimentos metabdlicos con dg
racién de.IS y 30 dfas, Hatfield y Col. (1959)
.alimentando con 12% de protefna equivalente en

la dieta y con 87% de nitrégeno de biuret en--
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contraron el 27% del biuret en la orina en tra=-
tamiento del metabolismo en borregas por lapso-
de 17 dlas, Con esta alta proporcién de biuret,
aparentemente pasd mas hacia adelante del rumen
dentro del tracto digestivo (bajo), escapando =
de la‘degradacién microbial, pero fue encontra-
do dentro de la sangre, Tiwari y Col, (1973b) -
estimaron que de 8.5 gr, de biuret el 35% pasé-
sin degradar por el rumen de borregas adaptadas
" al consumo de biuret Tiwari y Col, (1973a) su-=-
giere que el biuret puede formar compuestos con
Ia,protefna soluble en la protefna rumial, el -
biuret puede ser gradualmente liberado de la -=
protefna durante la digesti6n en el abomaso y -
posteriomente absorvida dentro de la sangre es-
to puede expii;ar el alto gasto urinario obser-
vado (Hatfield y Col, 1959),

Brome (1968) mostré que la concentracién de amo
niaco en el rumen usualmenté roza la clispide en
aproximadamente una hora y decliné al nivel ba-
.sal en 3 & 4 horas, cuando se suministraron 50~
gr/dfa de urea a vacas individha]mente con die-
‘tas de heno, El amoniaco en vacas alimentadas -
con 100 gr, de biuret no mostré un incremento -

significativo a las vacas que recibfan solo he-



no, Altas concentraciones de amoniaco parecen -

no ser tdxicas a bacterias, Hasta aqul no puede

_compararse el extremo de altitud de amoniaco y-

la eficiencia dei nitrégeno usado esto ha sido-

hipotetizado de que la mas eficiente concentra-

cién de urea nitrogenada puede ser almacenada -

~con una distribucién de amoniaco por un perfodo

mayor a las 2k horas, pero Streetr y Col, -~ =

(1973) no encontraroh diferéncia en la utiliza-

cién del nitrégéno'uréico entre 2 veces diarias

o infusiones contfnuas ruminales de.urea en bo-

rregas alimentadas con una racién bésica de efi

ciente nitrégeno, Probablemente la sincroniza--

cion de la habilidad de amoniaco y carbohidra-~
tos solubles con los microorganismos es la cla-

ve de la 6ptima utilizacién de N,N,P, amoniacal

(Nitrogenado o Urico),

Bryant y Robinson (1963) han demostrado que mu-

chas de las extrafas bacteriés ruminales pueden

crécer con émoniaco como Gnica fuente de nitré--
géno, otras requieren algo de amoniaco o nitré-
geno amoniacal, Sin embargo la fuente que es de

seable para la liberacién de amoniaco de cual-=-

‘quier fuente de N N,P, debe ser 6ptimo para el-

rango de utilizacién, ésto depende de varias va
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riables tales como clase y calidad de carbohi-
dratos, niveles dé minerales y vitaminas y PH-
ruminal (Olthen 1972), Algunos compuestos de -
N,N,P, son hidrolizados y liberan el amoniaco-
en un Eango de mayor rapidez a lo que puede ~-
ocurrir la sintesis proteica (Broomfild y Col,
1960). El trabajo de Satter y Slyter (1972) y-
Satter y Rrottler (1973) indicando el 13% de -
protefna en dietas ruminales es adecuado para-
la 6ptima sfntesis de protefna microbial, un -
exceso de amoniaco es prqbablemente mal utili-
zédo. Hungate (1966) estimbé que la sfntesis de
protefna microbial estaba 1limitado aproximada-
mente al 7% de 1a protefna digestible de la =--
dieta, Satter y Torffler (1973) consideraron -
que el contenido de prétefna cruda (P,C.) vy qgv
trientes digestibles. totales (T.N.D.) en una -
ecuacion de regresién miltiple predicen la con
centracién de amoniaco ruminal,

Cuando se suministren altos niveles en la die-
ta de N,N.P, debe de incluirse en la dieta car
bohidratos de facil asimilaci6n y asf los com~
puestos de N,N.P; son hidrolizados lentamente-
Mezclando fuentes de N,N,P, con carboEidratos-

la sincronizacién de la liberacién de amoniaco
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con la liberacién de energfa de carbohidratos =

en la dieta puede deberse al manejo o a la ob~-

tencibn del 6ptimo nivel de amoniaco liberado -

en cualquiera de estas circunstancias dadas,
Toxicidad del N,N,P,

Las toxicidades aguadas de urea han §ido el re-
sultado de ingestiones accidentales (Fraser - -
1963), ingestién de alimentos conteniendo exce-
siva urea (32%), consumos excesivos de alimento
1fquido conteniendo 2% de urea, y congumos de -
una mala mezcla de urea contenida en alimentos-
para animal voraz (Bullington y Col, 1955).
Prerson y Aanes (1959) reportaron que 32 de 188
borregas alimentadas mﬁrieron después de haBer-
estado en una dieta alimenticia teniendo 12% de
urea, Borregas adaptadas a una baja calidad de-
alimento fueron intoxicadas con 10 gr, de urea~
(Clark y Col. 1951). Clark (1952), Pieterse - -
(1961) reportaron que las pérdidas de ganado -~
por intoxicaciones de urea cuando la urea fue -
édicionada en cualquier forma en he]aza }amida-
o en sal normal lamido y esas mezclas para ]é--
merse fueron dejadas expuestos a ]ds elementos-~
climéticos, desafortunadamente durante imprevis

tas tormentas la urea en mezclas para lamer se-



1h

disolvié y los animales sedientos tragaron la=-
solucién y se intoxicaron, Davis y Roberts --=
(1959) mostraron que ,31 - ,35 gr, de urea por
kg, de peso vivo administrado en forma oral -

causa la muerte,

Gallup y Col, (1953) reportaron que iniciando- -

animales jévenes que no han sido adaptados al-

consumo de urea fueron mis aptos a consumir do
sis téxicas, Novillos que habfan tenido una eﬁ_
periencia previa con la alimentacibén de urea =~

se rehusaron a consumir la racién cuando exis~

tfa una alta concentracién de urea, Animales -

con toxicidad de urea exhibieron incomodidad,~-

vértigos, debilidad muscular, aproximadamente-

60 minutos después de la ingesta excesiva de -

urea, en forma progresiva, incordinacidn seria

tetania, postracién, convulsiones severas, = =
ptialismo, timpanismo rejurgitacién y sobrevi-

no la muerte, (Austin 1967).

La elevada concentracién de amoniaco en el -~ =

- plasma esté asociado con altas concentraciones

de urea que han sido sbspechadas como causas -

de toxicidad, pero Clark y Col, (195%1) no pu~--

dieron producir slintomas tfpicos de toxicidad-

de urea con infusiones intravenosas en borre=--
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gas, Kaishis y Col, (1951) inyectaron carbonato
de amonio y observaron sfntomas de intoxicacién
_similar a cuando se incluyé por infusi6n del -=
abomaso la urea en cabras, Hale y King, (1955)-

presentaron evidencias de que el carbonato de ~

amonio & tes que el amoniaco fue el principal

agente téxico, Ambas administraciones, oral o

intravenosa produjeron sfntomas similares por
la toxicidéd de urea, Ellos sugirieron que el -
carbonato de‘aménib fue producido por hidréli-=-
sis incompleta de urea bajo condiciénes,de alto
NH3 y €0, en el rumen cuando los animales reci-
ben altas dosis de urea y la sangre no posee la
enzima para hidrolizar el carbonato de amonio,

Recientes investigaciones han mostrado que la -
toxicidad de urea es realmente debido a amonia=-
co, Los sfntomas de toxicidad aparecieron cuan-
do la concentracién de nitrégeno amoniacal en -
la sangre se increment6 a cérca de 10 a 20 par-
tes por mi]ién (Dinning y Col, 1948); Repp y =~
Col, (1955), Lewis y Col. (1957) f Coombe‘9 Tri
be (1958) encontraron que esto ocurrfa después-
~de que en el 1fquido del rumen el nftrégeno amé
niacal excedfa de 600 a 800 partes por millén -

'(aprox_ 50 - 70 milimoles de amonio por litro).
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Clark y Col. (1951) mostraron que la toxicidad
de la urea fue incrementada por la adicién de-
alcali y decreci6 por la adicién de &cido, El-
alto pH del rumen incrementd lé concentracién
de desionizaci6n del NH3 el cual pasb a través
de las paredes del rumen masifécilmente que el
i6n NH, (Coombe y Col, 1960; Warren, 1962) - -
cuando el amoniaco es formado de la hidrélisis
de urea excediendo al rango de formacién de f—
los &cidos graso voléatiles en la fermentacién~
de carbohidratos, se acumula amonia libre y ~-
puede se} absorvida dentro de la sangre, E] -~
rango en el cual el amoniaco entra dentro del-~
torrente sangufneo puede excedef la capacidade-
del hfgado de desintoxicar amoniaco para cone-
vertirlo en urea, Sin embargo el amoniaco del-
rumen puede también sobrepasar el hTgado por =-.
difusibébn dentro del peritoneo y'vena yugular,
Bajo estas condiciones el amoniaco de la san=--
gre yugular puede ser mayor qué la de la vena-
porta (Chambers y Col, 1971). Excesos de amo--
nia incrementan la alcalinidad de la sangre =-
causando sTntomas de toxicidad los cuales pue-
den ser fatales, La baja acidez han hecho inne

cesaria la utilizacién de ant!dotos orales in=
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duciendo la elaboracién de amonio en el rumen,
Pieterse y De Kock (1962) y Clarke (1963) reco
miendan el uso de soluciones de vinagre al 50%
en agua como bebida, pero éstas deben ser admi
nistradas antes que se presenten los primeros-
sfntomas de la tetania,

Es diffcil fijar o establecer dosis teéricas o
l1Tmites de toxicidad de urea ya que ésta no de
pende realmente de la especie, cuerpo y talla-
de los animales sino del estado nutricional,
Animales no adaptados a la urea estén mas ap=-
tos a recibir toxicidad de amonia posiblemente
porque ellos no han tenido la experiencia pre-
via de utilizacién de urea, A dosis dé 10 grs,
se han matado borregas (Clérk y Coi. 1951) y -
100 gr. mataron ganado (Cinnfng y Col. 1948},
Sanford y Col, (1954) Jones (1954) y.Haaz y ==
Brusca (1955) reportaron que el biuret conteni
d§ en fertilizantes-de urea fue téxico para --
plantas de biﬁa, cltricos, zacate Rey Grass, .y
érboles de aguacate, Estimulados bof estos re-
portes Berr y Col, (1956) realizaron una serfe
de investigaciones para determinar.]a toxici--
dad del biuret alimentando continuamente a ani

males, y a estudiar los efectos de dietas con-
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teniendo varias concentraciones de urea y biu-
ret, sus feportes indican ninguna toxicidad 6-
toxicidad crénica ocurrida cuando el biuret -=
fue alimentando a ratas o aves y el biuret cru
do (60% de biuret y L40% de urea) fue alimentas
do a borregos o novillos,

Cuando Clark y Col, (1963, 1965) dieron dosis-
masivas (250 gr.) de biuret a borregos antes y
después de haber realizado un perfodo de adab-
tacién, no se tuvieron sfntomas de toxicidad y
respectivameﬁfe al perfodo de adaptacidn, Los-
animales fueron alimentados en baja protefna -
y alta fibra,

Cuando se suministraron 20 gr, de biuret (80%)
en L0 gr.‘de concentrado a vacaé lecheras, por
perfodos de 6 - 7 dfas, no se encontraron efec
tos en el campo de la salud en Ja leche o con-
tenidos de grasas y protefna no nitrogenada'en
la leche, tampoco en el contenido de N,N,P, en
la sangre (wata y Col, 1959), también se admi-
c nistr6é diariamente 5 grs, al 50% de biuret més
30 gr, de urea a borregos por 10 dfas sin en--
contrar efectos en la salud ni incrementos en-
el N,N,P, de la sangre, ‘

Se alimentaron caballos con 10 gr, al 80% de -
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biuret, diariamente; 15 gr, al 80% de fue dado

en dos partes diariamente por 8 dfas; 3 gr, de

biuret puro, fue dado a conejos adultos diaria
mente por 7 dfas y 10 grs, de urea‘calentado a

productos de condensacién de urea fue dado dia

riamente a conejos jévenes, no existiendo efec

tos aparentes en la salud de ninguna de las es
pecies (iwata y Col., 1959). Hatfield y Col, -~

(1959) mostraron el requerimientovde L.7 gr, -

por kg, de peso'viVo de biuret purifiéadq como
dosis individual para producir signbs de toxi-

cidad,

Piva (1964) atribuye la baja toxicidad del biu
ret no solo a su baja solubilidad en agua sino

también a su resistencia a la hidr6lisis de ==

ureaza, Los animales adaptados a biuret, (Scho
der y Gilehrist 1969) acreditaron ]a'baja dis-

crepancia de biuret y el bajo incremento de --

aﬁoniaco a largo rango de hjarélisis de biure-

taza y no al 1fmite de la solubilidad, Resulta

dos de experimentos de toxicidad coh varios ==

cuadro 2,

IJFICINA b
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COMPARACION DE BIURET Y UREA SOBRE EFECTOS
TOX1COS EN RUMIANTES,

Fuentes Animal Dosis Tipo de Admdn, Resultado Referencia
gr/kg.

Urea Ovino 22 Toma Muerte Clark et al (1951)

Urea Ovino .88 Toma Muerte “ Repp et al (1955)

Urea Bovino .31 Toma Muerte + Davis and Roberts

_ (1959)

Urea Bovino 49 Cépsula Muerte Davis and Roberts
(1959)

Urea Bovino U5 En el Ali Muerte Davis and Roberts

mento (1959)

Urea Ovino .61 Toma Muerte Davis and Roberts
(1959)

Urea Ovino Ll Toma Muerte Roset (1969)

Biuret Ovino .68 Toma Ninguno Mieske et al (1955}

Biuret Ovino 3.78 En el AlQ Ninguno Hatfield et al

‘ mento (1959)

Biuret Ovino 6.90 Toma Ninguno Clark et al (1963)

Biuret Ovino L.,o Toma Ninguno Swart and Lynch

(1972)
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3.~ MATERIALES Y METODOS

Localizacién del Experimento,

La presente investigacién se 1levdé a cabo en --

las instalaciones de la Posta Pecuaria del De--

partamento de Zootecnia de la Escuela de Agri--

cultura de la Universidad de Guadalajara, ubica

da en los Belenes, Mpio, de Zapopan, Jalisco =--

con una latitud Norte de 20°L43' y longitud Oes-

te de 103°23', altitud 1,700 m, S, N, M. con =-

una temperatura mfnima de 11°C y méx ima 36.1°¢C.

Arreglo de Tratamientos,

Los tratamientos estudfados fueron los siguien~

tes: :

1.~ Testigo (sin fuente de nitrégeno no brotei-
co).

2.- Sin adaptar con 1 gr, de urea por kg. de pe
so vivo, '

3;- Adaptado a una racién bégica de ensilaje de
mafz y melaza con 28% de urea, libre acceso,

4;- Adaptado a una racién bésica dé'ensi]aje de,
mafz y melaza con 28% de urea a libre acce-
so, hés .5 gr.‘de urea por cadalkg. de peso
vivo, |

5.- Adaptado a una racién basica de ensilaje de
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mafz y melaza con 28% de biuret a libre - =
acceso,

6.- Adaptado a una racién b&sica de ensilaje de
mafz y melaza con 28% de biuret a libre ac-
ceso, mds ,5 gr, de biuret por kg, de peso-
vivo,

7.- Sin adaptar con 1 gr, de biuret por kg, de~
peso vivo,

Tomas de Muestra de Sangre,

Los distintos becerros que recibieron los trata

mientos fueron sangrados de la vena yugular to=-

mandose 10 c.,c, de sangre en tubos de ensayo; y

utilizandose como anticoagulante Etil Diamino -

- Tetra Acético (E.,D.T,A.), dichas muestras fuee~=

ron llevadas inmediatamente al laboratorio y ==
analizados mediante el método colorimétrico,
Descripcidn del método de Anilisis (Mé&todo de -
la Diacetil-monoxima).

Este método en la reaccién de Fearou, consiste=

en calentar la urea en solucién 4cida con diace

- til monoxima, produciéndose una coloracién ama=~

rilla, la cual se estabiliza e intensifica en -
presencia de los &cidos sulfdrico y fosférico,
Procedimiento: En tres tubos de ensayo de 25 ml,

graduados a 10 ml., muestra patrén y testigo se
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colocan respectivamente 1 ml, de patrén de tra-
bajo y 5 ml, de agua destilada: Agregar a cada-
tubo 2 mil, dé diacetilmonoxima al 3% y mezclar-
.més 3 ml, de soluciébn fosfbrica sulfirica, cl--
prica y mezclar,

Cubrir cada tubo’con una canica y llevar a bafo
marfa hirviente por 20 minutos, enfriar con - -
agua corriente por 2 minutos, ajustar cada volu
men a 10 ml, con agua destilada y mezclar, efec
tuar la lectura a 475 MY ajustar la lectura del

testigo al 100% de trabajo de densidad &ptima -

(D.0.)
Célculo:
D,0, del problema ' P, \
s x 15 = mg, de nitrégeno urei
0.0, del patrén co por 100 ml, de san
gre,

3.4,1,- Preparacién de Soluciones,

1,- Solucidén matrlz de nitrégeno ureico:
1 ml, - 1,5 mg, Qe nitrégeno,
En un balén aforado de 100 h], se di
4suelven 321 mg, de urea en agua des~
tilada difuyendo hasta la maréa..

2,- Solucién matriz de trabajo de nitré-
geno ﬁreico:
1 ml, = 0,015 mg, de nitrdégeno,

En un balén aforado de 10 ml. se di-
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luye 0,1 ml, con agua destilada, es
estable durante dos dias,

Diacetil Monoxima al 3%,

Se ponen 3 gramos de diacetil mono=
xima de buena calidad y se tritura-
con un agitador .de vidrio sobre el-
fondo de un vaso de precipitado, =--
una vez pulverizada finalmente se -
disuelve con agua destilada y se pa
sa el volumen a un balén aforado de
T00 ml. compieténdose el volumen ==
con agua desfi]ada, conservar en -=-
frasco obscuro y refrigeracién,
Solucién fosférica, sulfarica clprl
ca.

Solucién A; acido fosférico al B5%~
375 ml, agregan lentamente y agitan
do &cido sulfirico concentrado 125
ml, en caso de que se forme un pre-
cipitado se utiliza el 1fquido so--
bre nadante.

Solucién B: Sulfato de cobre 6 gr.-
agua destilada 550 ml, se envasa la
solucién A lentamente vy aéitando la

solucién B,
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Se deja enfriar y se guarda en un « -
frasco ambar,
3,5,- Desarrollo del Experimento.

Se utilizaron 7 becerros Holstein Freisian con-
una edad aproximada de B meses y peso promedio-
de 203 kg,, 2 de ellos fueron adaptados al con-
sumo de urea y melaza por el método descrito =-
por Preston y Willis (cuadro 3) con una dura- -
ci6n de 3 semanas y otros 2 se adaptaron al con
sumo de melaza y bfuret con el mismo. método con
una duracién de 6 semanas, -
A los 7 becerros se les suministr6 ensilaje de-
mafz a libre acceso y 1 kg, de sorgo molido por
dia; a 6 semanas de iniciado el experimento se-
apli@aron los tratamientos antes descritos, to-
mando muestras de sangre a 2, 4, 6, 8 y 10 hrs,
después del tratamiento, y utilizando coﬁo anti
coagulante E,D.T,A, las cuales fuerqn'analiza--
dés en el laboratorio por méfodo colorimétrico,
Al becerro due no fue adaptado y qu se le dié-
f gr/kg, de peso vivo el mueStreo-dé sangre se=
hiio cada 5 minutos hasta su muerte después de-
la cuaf se le practico la hecropsia;ftomando --
muestras de hlgado, pulmén, rifiébn y ganglio lin

fético para examen histopatolégico practicade -
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en el laboratorio de Histopatologfa de la Facul
tad de Medicina Veterinaria.y Zootecnia de la -
Universidad de Guadalajara,

Variables a Medir,

1.~ Niveles de amoniaco en la sangre,

2,- Sintomas de intoxicacién. con urea,
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CUADRO No, 3.~ METODO DE ADAPTACION AL CONSUMO'DE'UREA Y BIURET,

No, de Dfa Ensilaje de Maiz Kg. Melaza Urea Biuret
1: Libre consumo .5 10 gr,/animal 20 gr,/animal
2 Libre consumo 1 20 gr,/animal 40O gr./animal
3 Libre consumo 1.5 30 gr,/animal 50 gr./animal
b Libre consumo 20 2% en la mela 2% en la mela
: za za
5 Libre consumo Libre consumo 3 % 3%
6 Libre consumo Libre consumo 5% 5%
7 Libre consumo Libre consumo 7% 7%
8 Libre consumo Libre consuﬁo 9% 9%
9 Libre consumo Libre consumo 11% 1%
io . Libre consumo " Libre consumo 13% 13%
20 Libfe'consumo Libre consumo 28% de 2% dia aumento de-
rio 2% diario,
36 28%

.Libre consumo
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L- RESULTADOS

4,1,- Testigo,

Los resultados encontrados en el becerro que no
recibié ningln tratamiento, se muestran en el -
cuadro 4, fig, 2 yv3, como se puede observar,--
la méxima concentracibén de amoniaco y urea en-=-
contrada en sangre fue de 7,5y 210 mg/100 ml,-
de sangre respetivamente, ésto se obtuvo en la-
primera muestra de sangre lo cual se puede de--
ber a que el animal no habfa ingerido ningin ti
po de alimento, y deépués de haber consumido en
silaje de malz mds 1 kg, de sorgo molido, dismi
nuyé la concentracién a 4,5 de amoniaco y 126 -
mg, de urea/100 ml; de sangre, pero después de-
2 hrs, de alimentado, el nivel de amoniaco y -~
urea subi6é a 6 y 168 mg/100 de sangre lo que -~-
puede atribuirse a que el ensilaje tuviera con-

centraciones altas de fuentes de nitrégeno no -

proteico, ya que el cultivo fue fertilizado con

urea, Sin embargo se puede observar una constan
te disminucién en la conéentracién de amoniaco-
y urea hasta de 1,5 y 42 mg/100 ml, de sangre,.

Es de esperarse ya que en el tiempo transcurri-

do el animal ha metabolizado y eliminado el amo
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niaco existente,

Sin adaptar, 1 gr. de urea por kg. de peso vivo,

~Los resultados obtenidos para este tratamiento =

L"c3 =

se muestran en el cuadro 5 figs, 4 y 5 se puede-
observar los cambios bruscos de amoniaco en la -
sangre en donde la menor concentracién fue de -~
3 y 84 mg/100 ml, de sangre respectivamente, és-
to se encontrd 5 minutos antes de suministrar el
tratamiento, y la méxima concentracién fue de ==
31.5 y 883 mg/100 ml, de sangre 36 minutos des--
pués de suministrado el tratamienté, sin embérgo
se puede apreciar que en el minuto 35 después de
la toma el nivel de amoniaco y urea bajo a 24 y-
673 mg/100 .ml, de sangre esto puede indicar que-
existié una respuesta fisiolb6gica del animal a -
la intoxicacién producida por urea, la sinfomatg
logla presentada por el animal se prgsenta en el
cuadro 11, ‘

A&aptado a una racién bésicé de ensilaje de mafz
y melaza con 28% de urea a libre aéceso.

Los resultados en este tratamienté se muestran -
en el cuadro 6 figs, 6 y 7 en donde se puede'- -
apreciar que el nivel mé&ximo de aﬁoniaco y urea
es de 19,5 y 757 mg/100 ml,. de sangre, en estos-

resultados se observa que a pesar de que el ani-
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mal estuvo aliméntado con altos niveles de urea
el periodo de adaptacién al consumo de urea in-
fluy6 significativamente para que el animal tu-
viera un mayor metabolismo de la urea y conse--
cuentemente mayor capacidad de resistencia a la
intoxicacién,

Adaptado a una racién basica de ensilaje de - -
maiz y melaza con 28% de urea a libre acceso -~

m&s .5 gr, de urea por cada kg. de peso vivo..

Los resultados de este tratamiento se presentan
en el cuadro 7 y figs. 8 y 9, se puede observar
que el nivel minimo de amoniaco y urea encontra
do es de 13.5 y 378 mg/100 ml, de sangre y el -
méxiﬁo fue de 27.5 y 770 mg/100 ml. de sangre, -
puede apreciarse que en forma general los nive-
les de amoniaco y urea de este tratamiento fue-
ron mayores que el tratamiento 3, esto es debi-
do principalmente a .5 gr,., de urea por cada kg.
de peso vivo suministrados aparte del consumo -

normal de la mezcla alimenticia.

Adaptado a una racién b&sica de ensilaje de - -
mafz y melaza con 28% de biuret a libre acceso.
Los resultados se presentan en el cuadro B y =--

figs. 10 y 11 en donde se miestra que el nivel-
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mfnimo de amoniaco y urea fue de 12 y 336 mg/100
ml. de sangre y el méximo fue de 25,5 y 715 mg/-
100 m1, de sangre, puede observarse que en el --
animal adaptado al consumo de biuret tuvo mayo--
res concentraciones de amoniaco que el animal no
adaptado puede tolerar mayores niveles sin pro--
blemas de intoxicacién,

Adaptado a una racién basica de ensilaje de mafz
y melaza con 28% de biuret més ,5 gr, de biuret-
pbr kg, de peso viVo.

En este tratamiento puede observarée en el cua=-
dro 9 y figs., 12 y 13 que los niveles de amonia-
co y urea en la sangre fueron ascendiendo des- -
pués de la toma sin embargo disminuyé a un nivel
de 31,5 y 883 mQ/lOO ml, de sangre después de 10
hrs, de haber suministrado el biuret, esto es qg
bido a que el biuret fue expuesto a metabo]ismo.
Sin adaptar con 1 gr, de biuret por kg, de peso=
vivo, En este tratamiento c§mo era de esperarse-
los niveles de amoniaco fueron mas-bajos {cuadro
10y figs., W4 y 15) que los trataﬁientos 5y6 -
en‘forma general consumieron mas biuret que éste

tratamiento,
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CUADRO &4,~ CONCENTRACION DE AMONIACO Y UREA
EN SANGRE DE UN BECERRO ALIMENTA
00 CON ENSILAJE DE MAIZ,

Tiempo ' Concentracién Concentra=~ -
después - de amoniaco - cién de urea
"Mues= de la -~  Horas en sangre = - en sangre ==
tra, toma, mg/100 ml, mg/100 ml,
1 2 7 7.5 210
2 4 9 L5 126
3 6 -1 6 168
L 8 13 1.5 42
5 10 15 1.5 L2

IR g



Fig. 2Cambios en la concentracidn de amoniaco en la sangre en Becerras Holstein Friesian consumiendo engilaje de

mg. de NH3 /100 ml, de songre,
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mdiz a libre acceso, mds 1 Kg. de sorgo molido.

4 6

Tlempo en horas despugs de la administracidn
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Fig.3 Cambiosenla concentracioh de Urea en Becerros Holstein Friesian consumiendo encilaje de mdiz alibre acceso,

mas ¢ Kg. de sorgo molido.
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CONCENTRACION DE AMONIACO Y .
UREA EN SANGRE DE UN BECE--
RRO NO ADAPTADO AL CONSUMO-
DE UREA SUMINISTRANDO 1 GR,
POR CADA KG, DE PESO VIvO,

Hora = Concentraciébn -Concentracién
después * de amoniacao = de urea en =~-

Mues de la = en sangre = - sangre,

tra, toma, mg/100 ml, mg/100 ml,

1 9.50 A M, 3 84

2 9.55 30 841

3 10.00 27 757.

L 10.05 28,5 799

5 10,10 30 8L1

6 10,15 2k 673

7 10.20 30.5 862

8 10,25 31.5 1883




Fig. 4 cCambios en la concentracidn de amoniaco en la.sangre de Becerros Holstein Friesian inadaptados al consumo

de Urea administrando un grm. de Urea /Kg. de peso vivo, por via oral.
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Fig, 5 Camblosenla concen_fmcio’n de Urea en la sangre en Becerros Holstein Friesian inadaptados al consumo de Urea
administrando 1 gr. de Urea por ¢/Kg. de peso vivo, por vig oral.
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CUADRO 6.-

CONCENTRACION DE AMONIACO Y
UREA EN SANGRE DE UN BECE=~--
RRO ALIMENTADO CON ENSILAJE
DE MA1Z MAS MELAZA CON 28 %

DE UREA,

Tiempo - Concentracién  Concentracién
Mues después Hora de Amoniaco. - de Urea en ==
tra, de la ~ en sangre Sangre,
toma mg/100 ml, mg/100 ml,
1 2 7 9 252
2 L 9 15 L21
3 6 11 15 421
L 8 19.5 - 757
5 10 15, 10.2 285
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Fig. 6 Cambios enla concentracidn de amoniaco en la sangre en Becerros Holstein Friesian adaptados a un consumo

mg. de N H3 /100 ml. de sangre

diario de 28 % de Urea en la racion.
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mg. de Urea /100 mi. de sangre.
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Camblos en la concentracion de Urea en la sangre en Becerros Holsteln Friesion adaptados a unconsurno diarlo

de 28 % de Urea en la racicn.
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CUADRO 7.~

CONCENTRACION

DE AMONIACO Y

UREA EN SANGRE DE UN BECE-~
RRO ADAPTADO AL CONSUMO DE~
UREA Y SUMINISTRANDO .5 GR,
POR KG, DE PESO Vivo,

Hora des Concentracibn Concentracibn
Mues pués de- Hora de Amoniaco = de Urea en --
tra, la toma, en sangre, sangre )
mg/100 ml, mg,/100 ml,
1 2 7 15 420
2 4 9 13.5 378
3 6 Bl 20, 560
4 8 13 27.5 770
5 10 23.0 64y

15




Fig, 8  Cambios en la concentracidn de amoniaco en sangre de Becerros Holsteln Friesian adaptados o un ¢consumo

mg, de NH3/IOO mi. de sangre

de 28% de Urea por dia md’s .5 g. de orea por ¢/Kg. de peso vivo, por via oraf.
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F i‘g . 9 Cambiosen la concentracidn de Urea en la sangré de Beserros Holsteln Friesian adaptados o unconsumo de 28 %
Urea por dia mds .5 gr. de Urea por ¢/Kg. de peso vivo, por via oral.
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CUADRO 8,- CONCENTRACION DE AMON{ACO Y
UREA EN SANGRE DE UN BECE~--
RRO ADAPTADO AL CONSUMO DE_

BIURET.
Tiempo v Concentracién Concentracién
Mues después Hora de Amoniaco - de Urea en ==
tra. de la - en sangre - - sangre,
toma. mg/100 ml, mg/100 ml,
1 2 7 16,5 463
2 L 9 12 336
3 6 11 22,5 631
4 8 13 25,5 715
5 10 15 16.5 ) 461




ks

"Fig. 10 Cambios enla concentracion de amoniaco en lasangre en un Becerro Holstein Friesian adaptado a un consumo
de 28% diarios de Biuret enla racion.
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Fig. 11 Cambios enlaconcentracion de Urea en lasangre en Becerros Holsteih Friesian adaptados aun consumo de

mg. de Urea/100 ml. de sangre
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CUADRO 9.-

CONCENTRACION DE AMONIACO Y
UREA EN SANGRE DE UN BECE
RRO ADAPTADO AL CONSUMO DE-
BIURET MAS TOMA DE .5 GR, =
DE BIURET DE PESG VIVO,

Tiempo Concentracién Concentracién
Mues después Hora de Amoniaco - de Urea en ==
tra, de la = en sangre = = sangre,
toma, mg/100 ml, mg/100 ml,
1 2 7 12 336
2 b 9 16,5 463
3 6 1 25,5 714
b 8 13 37.5 1051
5 10 15 31,5 883
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Fig. 12 Camblos en la concentracidn de amoniaco en la sangre en Becerros Holstein Friesian adaptado a un consumo
de 28 % - de Biuret por dia en la racion mds.5 gr./Kg. de peso vivo por via oral.
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Fig. 13" Cambios en la concentracion de Urea en la sangre en Becerros Holstein Friesian adaptado a un consumo de

—

28 % de Biuret por dia enia racidn mds.5 gr./Kg. de peso vivo, por via oral.
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CUADRO 10,- CONCENTRACION DE AMONIACO Y

UREA EN SANGRE EN UN BECE-~

RRO NO ADAPTADO AL CONSUMO~

DE BIURET CON UN GR, DE BIU
RET/KG, DE PESO VivO,

Tiempo Concentracién Concentracién

Mues después Hora de Amoniaco = de Urea en -~
tra, de la = en sangre - = sangre,

toma, mg/100 ml, mg/100 ml,

1 2 7 16,5 463
2 L 9 12 336
3 6 11 19.5 365
L 8 13 21 588
5 10 15 27 757
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Fig. 14 cCambios enla concentracion de amoniaco enta sangre en Becerros Holstein Friesiannoadaptados al consumo
de Biuret, cuando se le administro 1gr./Kg. de peso vivo, por via oral.
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Fig, 15 Cambios en la concentracion de Ureo en la sangre en Becerros Holstein Friesian no adoptados alconsumo de

mg. de Urea/I00 mi. de sangre.
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CUADRO 11.- SINTOMATOLOGIA DEL ANIMAL NO
ADAPTADO QUE RECIBIO 1 GR, -
DE UREA/KG., DE PESO ViV0,

HORA SINTOMAS

9.50 Hora en que suministré la toma.

9.54 Principios de babeoly respiracién abdominal su-

< perficial.

10,05 Babeo intenso.

10.13 Babeo mas intenso con |ncord|nacuén y temblores,
taquicardia. :

10.15 Tambaleo e incordinaciones mas intensas.

10.16" Postraci6n en forma de cibito ventral y el ba--
beo se intensificé mas, inicios de timpanismo,

10.18 Tetania muscular generaliiada y bastante inten-
sa con postracién de cibito lateral.

10.19 Nistagmus, Timpanisno marcado,

10,21 Hipersensibilidad 6ptica.

10.22 Hipersensibilidad cuténea,

10.23 Hipersensibilidad auditiva y yugulares demasia-

do turgentes timpanismo muy marcado, con aplica
cién del troquer, '

10.27 Hipersensibilidad auditiva, éptica y cutdnea, =
se intensificaron,

10,31 Vémito,

10.33. Bradicardia.

10.36 Muerte,

UFILING op
&Fugsiny .'?lFbj,;m
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5.~ DISCUS!IONES.,

Los resultados observados en el becerro inadaptado al
consumo de urea y que se le suministré 1 gr, de urea por ca-
da kg, de peso vivo, mostré sfntomas clfnicos iguales a los~
encontrados por Mbrris (1970) con infusiones de sales de amo
nio en borregos, El tiempo de vida después de la toma fue de
36 minutos, esto depende en gran parte de la cantidad de urea
.ingerida y del nitrégeno consumido por el animal, pudiendo ~
variar el tiempo de vida después del consumo de urea de 36 =
minutos a 2 hrs, este dltimo dato encontrado por Morris = =«
(1970). |

Las concentraciones de amoniaco en el liquido cefalo-
rraqufdio y en el tejido cerebral fueron menores que en la -
sangre venosa, esto es debido probablemente a un perfodo re-
lativamente corto de vida, esto lo demostré Artz y Col, - -
(1958) con infusiones de acetato de amonio en perros, Sin em
bargo las altas concentraciones de amoniaco en la sangre tie
nen significancia solo en la duracién de hiperamonemia, ade-
més 105 niveles de amoniaco encontrados en la sangre al fi=-
nal de la dos?ficacién de urea la toxicicosis fue mayor en -
condicionesbcronolégicas por fallas hepaticas (Bessman 1958),

Me Barrén (1968) demostré que dosificando con carbohj
dratos de f&cil digestién (melaza) disminuye la suéceptibili

dad de los borregos en la intoxicacién con urea, Son un gran
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ndmero de reacciones oxidativas e hidrolfticés los que reali
zan, para la produccién de amoniaco en el cuerpo animal, pe-
ro de ellas solo tres son las reacciones mayores para la cor
poracién directa de amoniaco, De estas solo ocurre slintesis=
de carbamilfosfato en el hlgado (Bessman 1956). Teniendo el~
conocimiento de que la concentracién de la enzima arginaza'-
(Ashida 1961) y otras enzimas involucradas en el ciclo de la
urea, (Shimke 1962) est4n en el hlgado de la rata dependien-
do del nivel de protelna en la dieta, por lo anterior se su-
pone que las concentraciones de transcarbaminaza oritina, --
sfntesis de arginina y arginaza en el hlgado del becerro fue
ron significativamente afectados por el consumo de nitrégeno
en forma de urea,

Se sugiere que este estudio provee una presumible evi
dencia de que entre los factores mayores que determinaron la
tolerancia de los becerros que estuvieron consumiendo urea -
en la racibn, y que se les suministré .5 gr, por kg, de peso
vivo las actividades del ciclo de la urea o el ciélo de 1a -
enzimas de la urea en el higado estuvieroh‘positfvamente - -
orientados con el consumo de nitrégeno en la dieta, este da-
to puede tener una gran importancia en aplicaciones practi--
cas cuando se utilice urea para becerros o borregas pasto-'-.
reando o consumiendo heno de baja proteina, -

Bajo condiciones de un consumo bajo de nitrégeno, la-

concentracién del ciclo enzimdtico de urea en el higado es =
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reducido, 1a habilidad de los becerros para metabolizar amo
niaco es Ja misma de las posibilidades de la toxicidad de -
urea, ésto sugfere que la prealimentacién de. proteina o de-
un incremento bajo paulatino de urea sin ser controladas ==
las condiciones pudiendo acelerar la conversién del ciclo -
enzimitico de ureé en el higado y la resistencia a la into-
xicacién,
Con respecto a los tratamientos con biuret no se ob-
. servd ningln sfntomé de intoxicacién, y adn cuando no se es
tudié el grado de hidrélisis de este producto estamos de -~
acuerdo con Repp vy Col; (1955) en que su hidrSlisis es muy~
lenta disminuyendo toda posibilidad delintoxicacién.
Se sugiere que la rumenotomfa y aplicacidn de depre~
sores del sistema nervioso central, pueden emplearse para -

el tratamiento en la intoxicacidén de bovinos,

ﬁ‘)—A x\i‘tz‘i’ )
JHGE o
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6.- CONCLUS I IONES

Del presente estudio pueden enumerar las siguientes =~

conclusiones:
1,- Es necesario un perlodo de adaptacién para el con
sumo de urea,
2,~ E1 biuret no es téxico aln sin perfodo de édapta-
cién,
3.~ 1 gr, de urea por kg. de peso vivo suministrado -

por via oral, es téxico en becerros.
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7.~ RESUMEN,

El presente trabajo fue desarrollado en las instalacio
nes del Departamento de Zootecnia de la Escuela de Agriculty
ra de la Universidad de Guadalajara, el objetivo fue conocer
las concentracioﬁes de amoniaco y urea en la sangre de bece-
rros Holstein Freisian a 2 - 4 - 6 -~ 8 y 10 hrs. después de-
haberles suministrado los siguientes tratamientos:
A} Urea ~
1.- 0 gr.
2,- Racién cdn 28% + 5 g./kg.
3.~ Raci6n con 28% '
L.- 1 g./kg.

'B) Biuret
1.~ 0 gr.
R %chcwxw%+.Sg.kg.
3.~ Racién con 28%
L.- 1 g./kg.

Los niveles mdximos de amoniaco y urea encontrados pa-
ra lo§ tratamientos con urea fueron 31,59, 883 y los minimos
9,252. v '

Los niveles mdximos de amoniaco y ure& en los trata- -
mientos con biuret fueron 37.5, 1051 y los minimos, 12,336 no

se observd ningdn sintoma de intoxicacién en estos tratamien
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tos,

La sintomatologfa observada en el animal que se le «
suministré 1 gr, de urea/kg, de peso vivo fue: Ptialismo, =
Tambaleo, Incordinacién, Postracién, Espasmos, Hipersensibi
lidad, Timpanismo y Muerte, Se concluye que es necesario un
perfodo de adaptacién‘para el consumo de urea con el objeto
de disminuir la incidencia de intoxicacién con urea, y que=
no necesariamente debe de existir un perfodo de adaptacién-
en animales que consuman biuret cuando el objeto es reducir
la incidencia de intoxicaciones, sin embargo si debe de exi§
tir un perfodo de adaptaci6n cuando el objetivo es maximi;-
zar la utilizaci6n del biuret, Es suficiente 1 gr, de urea-
por kg, de peso vivo para que se presenten sfﬁtomas de into

xicacibn,

gRICIn *
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