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RESUMO

Objetivou-se utilizar a cera de carnatba para encapsular a ureia, a fim de elaborar um
sistema de liberacdo lenta. Foram obtidos trés sistemas microencapsulados pela técnica
de Liofilizacdo, com diferentes proporcdes entre encapsulante e nicleo (2:1, 3:1 e 4:1).
Os produtos foram avaliados quanto ao processo de micoencapsulacdo através da
andlise de rendimento e eficiéncia, além de caracterizados por técnicas de
Termogravimetria, Calorimetria exploratéria diferencial, determinacdo de umidade e
atividade de dgua, determinacdo de carga, Espectroscopia na regido de infravermelho e
Microscopia eletronica de varredura. Avaliou-se também a cinética de degradacdo in
situ, perfil de liberagdo de nitrogénio e mecanismo de liberacdo do niicleo em pequenos
ruminantes. As formula¢des ndo diferiram muito entre si e todas apresentaram
excelentes propriedades, incluindo a inibi¢do da higroscopicidade da ureia, com
destaque para a formulacdo 2:1, que exibiu os maiores valores de rendimento e maior
eficiéncia de microencapsulacdo, enquanto a formulagdo 4:1 apresentou maior
estabilidade térmica e menor teor de umidade. A obtencdo de microesferas de ureia
utilizando a cera de carnaiba demonstrou resultados exitosos para todos os sistemas
microencapsulados desenvolvidos, evidenciando o potencial promissor de uso desta
matéria-prima regional para tal finalidade. A cinética demonstrou que o aumento da
propor¢ao de cera reduziu ndo s6 a degradacdo, mas também o aproveitamento da ureia,
como pode ser comprovado também no perfil de liberacao, onde a UME?2 apresentou
uma liberacdo mais controlada que as demais UME’s estudadas. A cera de carnauba
propiciou uma maior biodisponibilidade da ureia, reduzindo o risco de intoxicacdo. Os
principais mecanismos de liberagdo foram a difusdo e a biodegradacido, fato que
impediu o aproveitamento completo do N, mas ndo diminuiu a taxa de liberacdo. O
comportamento das granulometrias estudadas demonstrou que o aumento do tamanho
da particula tende a regular melhor a taxa de liberacdo do N, sendo mais eficaz que
acrescentar cera ao sistema. Desta forma conclui-se que a cera de carnauba é uma
alternativa promissora para liberacdo gradual de ureia, sendo apontada a concentra¢io
2:1 como a mais favordvel.

Palavras chave: lenta, liberacao, liofilizacao, microesferas



ABSTRACT

The objective was to use the carnauba wax to encapsulate the urea in order to elaborate
a slow release system. Three microencapsulated systems were obtained by the
Lyophilization technique, with different ratios between encapsulant and core (1:2, 1:3
and 1:4). The products were evaluated for the mycoencapsulation process through the
performance and efficiency analysis, besides characterized by techniques of
Thermogravimetry, Exploratory differential calorimetry, Determination of moisture and
water activity, determination of charge, Spectroscopy in the infrared region and
Electron microscopy of scanning. In situ degradation kinetics, nitrogen release profile
and nucleus release mechanism were evaluated in small ruminants. The formulations
did not differ much from each other and all showed excellent properties, including
inhibition of urea hygroscopicity, especially the formulation 1:2, which exhibited the
highest yield values and highest microencapsulation efficiency, while the formulation
1:4 presented Higher thermal stability and lower moisture content. The production of
urea microspheres using carnauba wax demonstrated successful results for all developed
microencapsulated systems, evidencing the promising potential of using this regional
raw material for this purpose. The kinetics showed that the increase of the wax content
reduced not only degradation but also the use of urea, as can also be verified in the
release profile, where UME2 showed a more controlled release than the other UMEs
studied. Carnauba wax provided a higher bioavailability of urea, reducing the risk of
intoxication. The main mechanisms of release were diffusion and biodegradation, a fact
that prevented the complete use of N, but did not decrease the rate of release. The
behavior of the granulometries studied showed that the increase of the particle size
tends to regulate the rate of N release better, being more effective than adding wax to
the system. Thus, it is concluded that carnauba wax is a promising alternative for the
gradual release of urea, with the concentration 1:2 being the most favorable.

Key words: lyophilization, microspheres, release, slow
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INTRODUCAO GERAL

A ureia é uma fonte de nitrogénio ndo proteico (NNP) bastante empregada na
dieta de ruminantes, possuindo baixo custo por unidade de nutriente, configurando-se
como uma importante alternativa para substituir parcialmente a proteina verdadeira
encontrada nos farelos e tortas vegetais.

Devido a sua alta solubilidade, a ureia € rapidamente hidrolisada no rimen em
amonia e, quando em excesso, ultrapassa a capacidade fisiolégica do figado em ureia
novamente para voltar o rimen, via saliva, proporcionando o acimulo de amdnia na
corrente sanguinea e acarretando um quadro de intoxicacdo conhecido por alcalose
ruminal.

Para evitar ou diminuir os quadros toxicos provenientes da ureia, se faz necessario
a adaptacdo ininterrupta da microbiota ruminal a essa fonte de nitrogénio ndo proteico
(NNP) para que a populagdo de bactérias ureoliticas sejam aumentadas gradativamente.
Para auxiliar esta adaptacio, tem-se estudado formas para controlar a liberacao da ureia
no ambiente ruminal, de forma que com a redugdo dessa velocidade de degradacao, haja
mais tempo para o organismo transformar o NNP gradativamente em proteina
microbiana.

Através de determinados processamentos industriais, pode-se reduzir a velocidade
de degradagdo da ureia no rimen e diversas tecnologias tém sido testadas nas dltimas
décadas, incluindo a amireia (BARTLEY & DEYOE, 1975), ureia tratada com
formaldeido (PROKOP & KLOPFENSTEIN, 1977), prote¢cdo com gordura (FORERO
et al., 1980), protecio com biureto (LOEST et al., 2001), ureia liquida e cloreto de
calcio (CASS & RICHARDSON, 1994) e também ureia encapsulada com polimero
(GALO et al., 2003).

No entanto, para o desenvolvimento de tecnologias para retardar ou controlar a
liberacdo, um dos obstdculos encontrados € a viabilidade econdmica, visto que as
alternativas encontradas encarecem ainda mais a ureia e outro problema é a questdo
ambiental pelo uso de compostos que poluem o meio ambiente.

A cera de carnadba por ser um produto natural, nativo da caatinga, abundante e
facilmente encontrado no mercado brasileiro, possui potencial como uma alternativa
interessante para encapsular essa fonte de NNP, por ser um composto inerte a saide

ruminal e animal, por ter consideravel hidrofobicidade e ser biodegradavel.



10

Considerando os desafios da administracdo da ureia devido a alta atividade
ureolitica do rimen e a0 mesmo tempo a importancia da sua utilizagdo, principalmente
no semidrido nordestino, em que no periodo das constantes secas as forrageiras
apresentam baixos niveis de proteina, e levando em conta ainda a relevancia de explorar
sustentavelmente o potencial tecnolégico da biodiversidade, em especial a regional,
hipotetizou-se a elaboracdo de uma fonte de NNP de liberacdo lenta, através da
microencapsulagdo de ureia em matriz lipidica de cera de carnaiba, utilizando a
liofilizagao como método de secagem.

Dessa forma, objetivou-se com esse trabalho elaborar trés formulacdes de ureia de
liberacdo lenta com diferentes proporcdes de cera e ureia, avalia-las e caracteriza-las
quanto ao rendimento, eficiéncia de microencapsulacdo, técnicas de Microscopia
eletronica de varredura (MEV), Termogravimetria (TG), Calorimetria exploratdria
diferencial (DSC) Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR), determinacio de
umidade, atividade de dgua, avaliacdo do nitrogénio encapsulado, além de investigacdes
a cerca da cinética de degradacdo in situ, perfil de liberacdo de nitrogénio e mecanismo

de liberacdo do nucleo em pequenos ruminantes.



CAPITULO 1 - Ureia microencapsulada em matriz de cera de carnaiba para

liberacdo lenta

11
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Ureia microencapsulada em matriz de cera de carnaiba para liberacao lenta

Resumo

Objetivou-se encapsular a ureia usando como material de parede a cera de carnatiba,
para elaboracdo de um sistema de liberagdo lenta. Foram obtidos trés sistemas
microencapsulados pela técnica de Liofilizacao, com diferentes propor¢des entre nicleo
e encapsulante (1:2; 1:3; 1:4). Os produtos foram avaliados quanto ao processo através
da andlise de rendimento e eficiéncia além de caracterizados por técnicas de
Termogravimetria (TG), Calorimetria exploratéria diferencial (DSC), umidade e
atividade de dgua, determinacao de carga, Espectroscopia na regido de infravermelho e
Microscopia eletronica de varredura. As formulagdes ndo diferiram muito entre si e
todas apresentaram excelentes propriedades, incluindo a inibi¢do da higroscopicidade
da ureia, com destaque para a formulagdo 2:1, que exibiu os maiores valores de
rendimento e maior eficiéncia de microencapsulacdo, enquanto a formulagdo 4:1
apresentou maior estabilidade térmica e menor teor de umidade. A obtencdo de
microesferas de ureia utilizando a cera de carnatiba demonstrou resultados exitosos para
todos o0s sistemas microencapsulados desenvolvidos, evidenciando o potencial
promissor de uso desta matéria-prima regional para tal finalidade.

Palavras chave: lenta, liberacao, liofilizagdo, microesferas

Abstract

The objective of this study was to encapsulate urea using carnauba wax as the wall
material for the elaboration of a slow release system. Three microencapsulated systems
were obtained by the Lyophilization technique, with different ratios between core and
encapsulant (1:2, 1:3 and 1:4). The products were evaluated in terms of the efficiency
and yield analysis, characterized by techniques of Thermogravimetry (TG), Differential
scanning calorimetry (DSC), moisture and water activity, charge determination, Infrared
spectroscopy and Electron microscopy of scanning. The formulations did not differ
much from each other and all showed excellent properties, including inhibition of urea
hygroscopicity, especially the formulation 1:2, which exhibited the highest yield values
and highest microencapsulation efficiency, while the formulation 1:4 presented Higher

thermal stability and lower moisture content. The production of urea microspheres using
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carnauba wax demonstrated successful results for all developed microencapsulated
systems, evidencing the promising potential of using this regional raw material for this
purpose.

Key words: lyophilization, microspheres, release, slow

1. Introducao

A nutricdo animal € um ramo da ciéncia que tem crescido e investido em
tecnologias para inovacgao nas formas de alimentar, forma de apresentacdo de alimentos,
maneiras para aumentar o tempo de prateleira, liberacdo controlada e/ou lenta de
nutrientes em locais especificos no trato gastrointestinal e tantas outras.

A ureia é uma fonte de nitrogénio ndo proteico (NNP) bastante empregada na
dieta de ruminantes, possuindo baixo custo por unidade de nutriente, e alto equivalente
proteico de 281% (CASTANEDA-SERRANO et al., 2013) configurando uma
importante alternativa para substitui¢do parcial da proteina oriunda de alimentos de
origem vegetal encontrada nos farelos e tortas vegetais.

Ao ser ingerida pelo animal, a ureia € rapidamente hidrolisada, porém quando os
niveis de amodnia absorvidos pelo rdmen, ultrapassam o limite do figado de
biotransforma-la em ureia novamente, ocorre acimulo da mesma na corrente sanguinea,
causando intoxicac¢do conhecida como Alcalose Ruminal e com possibilidade de levar o
animal ao 6bito (AZEVEDO et al., 2008).

Através de determinados processamentos industriais, pode-se reduzir a velocidade
de degradacdo da ureia no rimen e diversas tecnologias tém sido testadas nas dltimas
décadas, incluindo a amireia (BARTLEY & DEYOE, 1975), ureia tratada com
formaldeido (PROKOP & KLOPFENSTEIN, 1977), prote¢cdo com gordura (FORERO
et al., 1980), protecdo com biureto (LOEST et al., 2001), ureia liquida e cloreto de Ca
(CASS & RICHARDSON, 1994) e também ureia encapsulada com polimero (GALO et
al., 2003).

Visto isso, inimeras tentativas de encapsulamento deste alimento t€ém surgindo na
expectativa de reduzir os problemas de toxicidade, garantir uma liberacdo mais branda e
assim um melhor aproveitamento por parte da microbiota ruminal como apontado por

Huntington et al., 2006.



14

A cera de carnaiiba consolida-se como uma alternativa interessante para
encapsular essa fonte de NNP, por ser um composto inerte, insolivel em dgua devido
sua caracteristica hidrofébica (PEZZINNI et al., 2007) e portanto, alternativa vidvel
para proteger a ureia que é solivel. Apesar da toxicidade de alguns lipideos aos
microorganismos do rimen, a cera de carnatba € inerte para a saide ruminal e animal
por ser um lipideo saturado de cadeias longas de ésteres ser um produto natural e nativo
de uma palmeira brasileira Copernicia cerifera (RODRIGUES et al., 2014) contida no
bioma caatinga (VARELA e CARVALHO, 2009).

Baseando-se nessas prerrogativas, este trabalho objetivou encapsular a ureia
usando como material de parede a cera de carnaiba, por meio do processo de

liofilizagdo.

2. Material e Métodos

2.1. Obtencao dos sistemas microencapsulados

Trés formulagdes de ureia microencapsulada em matriz lipidica de cera de
carnatba foram desenvolvidas, em que as propor¢des (m/m) entre nicleo e encapsulante
foram de 1:2; 1:3 e 1:4, respectivamente. As etapas de preparo a seguir foram definidas
em testes prévios.

Para preparar as emulsdes que resultaram nos produtos microencapsulados
utilizados nos experimentos e caracterizacdes iniciais, as respectivas massas de ureia
correspondentes a cada formulacdo foram pesadas em balanga analitica Adventurer
AR2140 (Marca Ohaus, Parsippany, Estados Unidos®) em béqueres separados,
dissolvidos com agua destilada até total dissolu¢do. Em seguida, a cera de carnauba foi
pesada em béqueres diferentes e fundida em banho maria, sob temperatura de 85 °C.
Logo ap6s, teve inicio o preparo propriamente dito das emulsdes, que foi feito a quente
em banho maria sob temperatura de 85 °C, devido a rapida solidificacdo da cera, uma
vez que seja retirada do aquecimento.

Ao béquer contendo a cera fundida foi adicionado Span 80 - Mono-oleato de
sorbitano (volume correspondente a 5% com base na massa de cera de carnaiba), um

estabilizante e emulsificador préprio para formulacdo de emulsdes do tipo fase aquosa
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dispersa em fase oleosa (A/O), alvo do estudo. A mistura foi feita com auxilio de um
bastdo de vidro. Antes de ser adicionada, a solu¢do de ureia foi aquecida até a
temperatura da cera fundida e, posteriormente, adicionada lentamente a cera, sob
agitacdo constante de 120 rpm durante 20 min, com bastdo de vidro. Por fim, as
emulsdes foram transferidas para recipientes plésticos, identificadas, congeladas em
freezer horizontal a -25 °C por 24 h. Apds esse periodo, as emulsdes congeladas foram
submetidas a secagem principal em liofilizador Alpha 1-4 LD Plus (Marca Christ,
Osterode AM Harz, Alemanha®), sob pressao de 0,11 mbar e temperaturas de -60 °C
por 24 h, seguida de secagem complementar em estufa a 55 °C por 6 h.

De posse da ureia microencapsulada, iniciou-se a caracterizagdo do produto por

meio das seguintes etapas.

2.2. Avaliacio do processo de microencapsulacio

2.2.1. Rendimento de microencapsulacao

O rendimento da microencapsulacao foi baseado nas massas de ureia, massa do
tensoativo (Span 80) e cera de carnatba utilizadas no preparo das emulsdes e na massa
final ap6s secagem, calculado por meio da equagdo seguinte:

RE = (Mfinal/Minicia) X 100
Onde: RE = Rendimento da encapsulagdo; Mgn,: Massa do produto

microencapsulado apds secagem; Minicia = Massa seca de ureia, cera de carnaiba e Span
80.

2.2.2. Eficiéncia de microencapsula¢ao

A eficiéncia de microencapsulagdo avaliou a capacidade de retencdo de ureia pela
matriz de cera de carnadba e foi determinada com base no teor de ureia inserido e no
teor retido apos o processo. A eficiéncia foi calculada por meio da equagdo seguinte:

EM = (Ureal/Utesrica) x 100
Onde: EM = Eficiéncia da microencapsulacdo; Ureal: Teor real de ureia retido;

Uteorica: Teor de ureia inserido.
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2.3. Avaliacao e caracterizacio dos sistemas microencapsulados

2.3.1. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para obtencdo das micrografias, os produtos encapsulados foram previamente
cobertos por uma fina camada de ouro no metalizador SC-701 (Marca Sanyu electron,
Toquio, Japao®). Para tal, as amostras foram fixadas com fita de carbono, o tempo de
metalizacdo foi de 3 min, sob amperagem de 10 mA. As micrografias foram obtidas em
um microscopio eletronico de varredura Vega 3 (Marca Tescan, Kohoutovice,

Republica Tcheca®), com voltagem de aceleracdo de 20 kV.

2.3.2. Termogravimetria (TG)

As curvas TG foram obtidas em analisador térmico TGA/SDTA 851e (Marca
Mettler Toledo, Columbus, Estados Unidos®), sob atmosfera inerte (Fluxo de 50
mL/min), taxa de aquecimento de 10 °C/min, em uma faixa de temperatura entre 30 e
600 °C, utilizando cadinho de alumina (6xido de aluminio) contendo cerca de 5 mg de
amostra.

O parametro utilizado para determinagdo da temperatura inicial de degradacgao foi
0 Tonset Segundo Haines (2002), obtido pela intersec¢do de uma tangente tragada entre as
linhas de base horizontais superior, inferior e a parte ingreme da curva sigmoidal,
caracterizada como o ponto que melhor representa a temperatura de degradacao de um

composto.

2.3.3. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas de DSC dos materiais foram obtidas em um equipamento é DSC 823e
(Mettler Toledo, Columbus, Estados Unidos®), sob atmosfera inerte (Fluxo de 50
mL/min), taxa de aquecimento de 10 °C/min em uma faixa de temperatura entre 30 e

150 °C, utilizando cadinho hermético de aluminio contendo cerca de 5 mg de amostra.
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2.3.4. Avaliacao da umidade e atividade de agua

A determinacdo de umidade foi feita pelo método gravimétrico, em estufa com
circulacao e renovacgao de ar TE-391/1 (Marca Tecnal, Piracicaba, Brasil®) a 105 °C até
atingir massa constante, enquanto a atividade de 4gua foi verificada em medidor de

atividade de dgua 3TE (Marca Aqualab, Albufeira, Portugal®) a 25 °C.

2.3.5. Avaliacao do teor de nitrogénio encapsulado (Determinacao de carga)

As anélises de nitrogénio, parametro que foi utilizado para determinagdo de carga,
foram feitas de acordo com o método de Kjeldahl, descrito por AOAC (2012).

O método de Kjeldahl baseia-se na digestao dcida, onde o nitrogénio da amostra é
transformado em amdnio (NH4"), o qual é posteriormente separado por destilacdo e
finalmente quantificado por titulacdo.

A etapa da digestdo foi realizada em tubos de ensaios abertos, onde se acrescentou
juntamente com a aliquota de solucdo retirada do béquer, 1 g de mistura catalisadora
(K;SOy4 - Sulfato de Potéassio e CuSO4*5SH,O - Sulfato de Cobre pentaidratado, na
proporcao 100:1, respectivamente) e 5 mL de acido sulftirico (H,SO4). Executou-se a
digestao no bloco digestor em capela de exaustdo a temperatura final de 450 °C, sendo a
temperatura inicial de 50 °C elevada a cada 50 °C depois de 30 min que o digestor
atingia o valor programado. Os tubos permaneceram na capela até que apresentassem
coloragdo azul/verde claro. Na digestdao, o nitrogénio € transformado em amonio e os
compostos organicos sdo convertidos principalmente em CO, e HO.

As amostras foram destiladas utilizando destilador de nitrogénio TE-0363 (Marca
Tecnal, Piracicaba, Brasil®). Os tubos com as amostras ja frias receberam
aproximadamente 5 mL de 4gua destilada, 3 gotas de indicador vermelho de metila
(Ci5HsN3O,) e posteriormente foram acoplados ao destilador de nitrogénio. No
destilador acoplou-se um erlenmeyer contendo 10 mL de dcido bérico (H3;BOs), solugdao
receptora. Pelo funil do equipamento acrescentou-se aproximadamente 15 mL de
hidréxido de sédio (NaOH), até que acontecesse a viragem e liberacdo da amodnia. As

amostras permaneceram em destilacdo até que se obtivesse 100 mL de uma solucdo de
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coloragdo esverdeada. No processo de destilacdo, a amodnia € separada e recolhida na
solugdo receptora.

A titulacdo da amostra foi feita com &4cido cloridrico (HCl) 0,02 N, contido em
uma bureta com capacidade para 25 mL, adicionando o 4cido até que a solucao voltasse
a coloragdo résea. A solucdo titulada manteve-se em agitacdo durante todo o processo
com auxilio de agitador magnético. Nessa fase ocorreu a determinacdo quantitativa da
amonia contida na solugdo receptora.

Os dados foram submetidos a andlises quantitativas de nitrogénio, a partir da
seguinte formula:

9%N =V x N x F x 0,014 x 100/ m
onde: N = normalidade do 4cido cloridrico, 0,02 N; F = fator de correciao do
acido cloridrico = 1,00; 0,014, miliequivalente-grama do nitrogénio; V= volume do

acido cloridrico gasto na titulagdo, em mL; m = peso da amostra, em g.

2.3.6. Espectroscopia na regiao de infravermelho (FTIR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um Espectrofotometro FT-
IR/NIR FRONTIER (Marca Perkin Elmer, Waltham, Estados Unidos®), utilizando
acessorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR), empregando um cristal de seleneto de
zinco (ZnSe), resolucdo de 4 cm” e média aritmética de quatro varreduras, na regiao

entre 500 e 4000 cm™.

3. Resultados e Discussao

As caracterizacOes realizadas a seguir visaram aprofundar o conhecimento sobre
cera de carnadba tipo 1 e ureia isolados e associados para usi-los em sinergia, tendo
como propdsito a protecao da ureia para liberacdo controlada. Estudaram-se trés niveis
de inclusdo de matriz lipidica e ureia para formagdao dos microencapsulados, sendo nas
proporcoes 2:1; 3:1 e 4:1, onde por conveniéncia serdao reportados como Uyg2; Uyge3 e
Unmg4, respectivamente.

Com o intuito de averiguar a viabilidade da liofilizacdo, técnica de

microencapsulacdo empregada neste estudo, foi avaliado o rendimento do processo de
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obtencdo das formulagdes microencapsuladas. Os valores desta varidvel encontram-se
abaixo, na Figura 1.
92 4
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Figura 1. Andlise de rendimento de encapsulamento das formulagdes (2:1; 3:1 e 4:1).

Analisando os dados acima, verificou-se que todas as Uyg’s apresentaram alto
rendimento, com valores de 91,6; 88,4 e 87,.8% para Upmg2, Uue3 e Umed,
respectivamente. Esses resultados indicam ser adequada a escolha da técnica de
liofilizacdo para microencapsular ureia utilizando cera de carnatba como material de
parede, comprovando uma menor perda de material durante o processamento.

O maior valor de rendimento foi observado para a menor concentragdo de cera de
carnatba 2:1, o que pode ser explicado pela sua menor quantidade de cera, o que
possibilita uma consequente reducdo na perda de material durante o preparo das
formulagdes, onde parte da mistura fica aderida aos recipientes. Apesar da liofilizacao
permitir elevados rendimentos e da diferenca nio ter sido considerdvel entre as
formulagdes, a mesma nao chega a 100% devido as perdas prévias, ocorridas durante as
transferéncias de recipientes e se intensificando com o aumento da proporcdo de cera no
sistema, o que pode ser justificado pelo aumento na viscosidade da emulsao.

As determinagdes de nitrogénio permitiram estimar o teor equivalente de proteina
bruta, determinar a porcentagem real de ureia nas formulacdes e, portanto, investigar a

eficiéncia do processo. Os resultados obtidos encontram-se abaixo na Tabela 1.
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Tabela 1. Quantificacdo do nitrogénio total, proteina bruta, teor teérico de ureia, teor

real médio de ureia e eficiéncia da encapsulacdo.

Formulacdo Ntotal  Proteina Teor Teor real Eficiéncia da
Uwmr (%) bruta (%) teorico de médio de encapsulacao
Ureia (%) Ureia (%) (%)
2:1 14,79 £ 92,44 + 33,33 33,18 £ 99,56 £ 0,11

0,01 0,10 0,04

3:1 11,08 + 69,25 + 25,00 24,86 99,44 + 2,036
0,226 1,414 0,509

4:1 8,63 54,55 + 20,00 19,58 + 97,92 + 1,591
0,884 0,318

As formulagdes Uyg2, Uve3 e Uppd apresentaram teor de proteina bruta de 92,44;
69,25 e 54,55%, respectivamente. Analisando os valores expostos acima, nota-se que no
geral as formulacdes tiveram alta eficiéncia de microencapsulagdo, estando todas acima
de 97%, destacando-se a primeira concentracdo (Uyg2), onde se obteve maior valor de
eficiéncia e com um reduzido desvio padrao.

Avaliando os excelentes resultados apresentados na andlise de eficiéncia da
encapsulacdo, ressalta-se a qualidade na capacidade de reten¢do que a cera de carnaiba
possui, visto que conseguiu reter praticamente todo o contetido nitrogenado inserido
como nucleo, demonstrando sua alta elegibilidade para uso como material de parede
gragas ao seu alto poder de retencao.

Através da microscopia eletronica de varredura foi possivel avaliar a morfologia
da superficie de cada fase isolada e também nos sistemas microencapsulados. As

micrografias encontram-se reunidas na Figura 2 abaixo.
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Figura 2. Micrografias eletronicas de varredura: a) Cera de Carnatiba, b) Ureia e c)

Ureia de liberagdo controlada.

Observou-se que a cera de carnatuba apresentou uma superficie irregular, porém
integra, selada, sem porosidade e com algumas marcas bastante peculiares. J4 a ureia,
apresentou superficie rugosa, porosa e com fissuras. Os trés sistemas
microencapsulados apresentaram microestrutura semelhante entre si, por esta razdo foi
escolhida uma micrografia com melhor nitidez para representi-los, em que as marcas
caracteristicas da cera de carnadba foram de grande valia para confirmar a protecio da
ureia, visto que a cera apresentou-se como Unica fase externa visivel, indicando o éxito
do processo de microencapsulacgao.

O éxito do uso da cera de carnadba para incorporacdo de materiais também foi
reportado na literatura, em que a mesma foi empregada na hidrofobizacao de betonita,
vermiculita e diatomita estudadas por Borba et al. (2013), ja Stojakovic et al. (2012)
concluiram que a cera de carnatiba pode ser utilizada como microencapsulante para a
valina.

A determinacdo da umidade e atividade de 4gua foram feitas nos materiais
isolados e nas Uyg’s imediatamente apds liofilizacdo e a determinagdo de umidade foi

repetida apds 5 meses de estocagem sob temperatura de 26 °C e 42% de umidade.
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Tabela 2. Valores obtidos para umidade apds o preparo e apds 5 meses de estocagem e

atividade de dgua da Ureia, Cera de Carnaiba e Formulacdes (2:1; 3:1 e 4:1).

Umidade (%
Ingrediente A( _ ) 5 Atividade de agua
Apés preparo Pos > meses (Aw)/Temperatura (°C)
de estocagem
Ureia 4,94 +0,06 8,27 £2,02 0,603 £ 0,002/ 26,7 £0,141
Cera <1% -
2:1 4,88 +£0,16 4,88 +0,17 0,561 £ 0,002/ 26,45 + 0,21
3:1 2,01 +£0,57 2,01 £0,57 0,512 £0,014/ 27,10 £ 0,56
4:1 1,81 1,81 0,524 +£ 0,018/ 26,4

Estudando os dados de umidade dos materiais isolados e os compostos formados
por ambos, observou-se uma diminuicdo com o aumento do teor de cera de carnatiba,
devido a alta hidrofobicidade desta. J4 ao longo do periodo de armazenamento, a ureia
livre apresentou aumento no teor de umidade, provavelmente devido a sua natureza
higroscopica, enquanto as Uyg’s mantiveram o teor de umidade inicial. Em relagdo aos
resultados de atividade de dgua, todas as formulagdes apresentaram valores que indicam
um sistema microbiologicamente estavel e seguro, sem risco de deterioracao.

Logo, mais uma vantagem do uso da cera de carnaiba como material de parede
para encapsular ureia € a sua capacidade de inibir a reten¢do de umidade do constituinte
nitrogenado do nucleo, o que beneficia o produto, impedido sua petrificagdo durante o
armazenamento e facilitando a homogeneizacao na dieta quando fornecido no cocho aos
animais.

A andlise de FTIR foi realizada a fim de avaliar a compatibilidade entre o
encapsulante e o nucleo, e ainda averiguar se hd reacdes que possam vir a interferir
negativamente sobre o sistema. Esta técnica permite confirmar a presenca dos materiais
em questdo (Ureia e Cera de Carnatiba) apds o processo de microencapsulacdo, através
da observagdo de seus principais grupamentos quimicos nas regidoes do infravermelho.
Os dados foram interpretados, tomando por base Borba et al., (2013), e Barros et al.,
(2016). Os espectros na regido do infravermelho da ureia (U), cera de carnatiba (CC) e

das diferentes formulagdes de Upg’s (2:1, 3:1 e 4:1) estdo na Figura 3 a seguir.
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Figura 1. Espectrogramas FTIR da Ureia, Cera de Carnatiba e Formulacdes (2:1; 3:1 e
4:1).

Verificou-se que a ureia apresentou bandas de absorcdo localizadas em 3430 e
3332 cm™ (Bandas 1 e 2) que correspondem, respectivamente, 2 vibracdo assimétrica e
simétrica da ligacdo N-H, além de bandas em 1673 (Banda 3) e 1460 cm’ (Banda 4),
referentes aos grupamentos C=0 e C-N, respectivamente.

Ja a cera de carnadba apresentou bandas de absorcdo caracteristicas em 2915 e
2847 cm’™ (Bandas 5 e 6), atribuidas ao estiramento simétrico e assimétrico das ligacoes
C-H, além da banda 1773 cm’! (Banda 7), referente ao grupamento C=0 da cera.

No que diz respeito aos sistemas microencapsulados, de maneira geral, os
espectros apresentaram uma juncdo das bandas das fases isoladas (Ureia e cera). No
entanto, as bandas relativas a ureia apresentaram alteracdo de frequéncia, em que a mais
considerdvel ocorreu para as bandas do grupamento N-H, observando-se, inclusive, um
inicio de sobreposi¢do delas, conforme ampliacdo nesta regido do espectro. Tal fato
deve-se a facilidade da ureia em estabelecer intera¢des intermoleculares de H, ndo
trazendo prejuizos a integridade do sistema. Observou-se que as principais bandas de

absorc¢do tipicas da cera de carnauba ndo sofreram alteracdo, indicando que esta nao
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interage com os grupamentos da ureia. Na literatura consultada (BARROS, et al., 2016),
nao foi reportada alteragdo para esta regido do infravermelho para ureia dentro do
produto protegido, o que pode ser atribuido a diferenga nos constituintes do sistema. A
banda de absorcao observada em 3224 cm-1 (Banda 8) para os sistemas
microencapsulados corresponde ao grupamento O-H da dgua, cuja presenca foi atestada
nos resultados de umidade ja apresentados e a qual pode também ter interagido com a
ureia nos sistemas.

Tomando por base as constatagdes supracitadas, pode-se confirmar a presenca da
ureia nas formulagdes microencapsuladas, o que atesta a incorporagdo deste ingrediente
nitrogenado na matriz lipidica. Visto isso, prova-se a manutencdo da integridade das
fases apOs o processamento, pois ndo foram reativos, confirmando a elegebilidade desta
matriz lipidica de carnatiba para encapsular ureia, pois ha compatibilidade quimica. As
principais bandas observadas e suas respectivas atribuicdes estido reunidas na Tabela 3 a

seguir.

Tabela 3. Bandas de absor¢do de FTIR da Ureia, Cera de Carnatiba e Formulacdes (2:1;

3:1e4:1).

MATERIAL 1 2 3 4 5 6 7 8

U 3430 3332 1673 1460 - - - -

CC - - - - 2915 2847 1737 -
Uwmg2 3400 3370 1677 1463 2915 2847 1737 3224
Uwme3 3400 3372 1676 1462 2915 2847 1737 3224
Umed 3400 3374 1676 1462 2915 2847 1737 3224
Atribuicao N-H N-H C=0 C-N C-H C-H C=0 O-H

A Termogravimetria foi empregada para avaliar o comportamento térmico de
todas as amostras no estudo. Na Figura 4 abaixo, encontram-se as curvas

termogravimétricas das fases isoladas e microencapsuladas.
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Figura 2. Curvas termogravimétricas (TG) da Ureia, Cera de Carnatba e Formulacdes
(2:1; 3:1; 4:1).

A Termogravimetria € uma técnica termoanalitica destrutiva, que visa registrar a
variacdo de massa em funcdo do tempo ou temperatura, sendo importante para validar o
conhecimento sobre a estabilidade térmica de materiais.

A Tonser da cera de carnatiba tipo 1 em estudo foi de 262,24 °C. J4 a ureia
apresentou Tonee em 174,51 °C, estando de acordo com o descrito na literatura, onde
encontrou-se 0 Touer da ureia de 185 °C (JONES e ROLLINSON, 2013) e estando
dentro do intervalo descrito por Fernandes et al. (2015) que encontrava-se entre 135 e
250 °C.

Para Upp2, Uwme3 e Umpd, a Tonsee foi 234,11; 248,80 e 259,50 °C,
respectivamente. Observou-se, portanto, que os sistemas microencapsulados
apresentaram maior estabilidade quando comparados a ureia isolada, o que confirma a
efetividade da protecdo do nicleo pela cera de carnatuba. As curvas TG das Uyg’s se
assemelham ao da cera de carnaiba, indicando que é esta dltima que inicialmente
responde a acdo da temperatura, evidenciando o éxito do processo de
microencapsulacdo e a blindagem do nucleo, em conformidade com o observado
anteriormente nas micrografias. Outra constatacdo importante € que quanto maior foi o

teor de cera inserido no sistema, maior a T et
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Diferentemente da TG, a Calorimetria exploratdria diferencial (DSC) ndo baseia-
se na variacdo de massa, mas sim de entalpia. E uma técnica de grande valia para
complementar a Termogravimetria, visto que, agora poder-se-d4 identificar com
propriedade as mudancas de fases sem que haja variacdo de massa, o que passaria
despercebido puramente por TG, como mudangas estruturais, reacdes e transi¢des
s6lido-sdlido, cristalizagdo, fusdo, polimerizagdo, reagdes cataliticas, entre outros.

A técnica de DSC possibilitou determinar a temperatura de fusdo, fator de grande
influéncia em um sistema de liberacido controlada em que o encapsulante é um cerideo,
fornecendo informacdes, inclusive, acerca da estabilidade e das adequadas condi¢des de
armazenamento do material. As curvas de DSC da ureia, cera de carnaiba e Uyg’s

encontram-se na Figura 5 a seguir.
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Figura 3. Curvas de DSC da Ureia, Cera de Carnauiba e Formulagdes (2:1; 3:1; 4:1).

As curvas de DSC apresentaram apenas eventos endotérmicos para cera de
carnatba, ureia e formulacdes microencapsuladas, atribuidos a fusdo. A cera de
carnauba apresentou ponto de fusdo de 64,61 °C, enquanto a ureia 135,83 °C. O ponto
de fusdo da ureia estd condizente com o que a literatura reporta que estd entre 125 e 150
°C (FERNANDES et al., 2015), ja o ponto de fusdo da cera de carnaiba difere do
encontrado na literatura, que revela temperatura de 83,9 °C (LACERDA et al., 2011).
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Esta variacdo pode ser atribuida a diferentes formas de processamento, época de
colheita da cera, clima, idade da planta, solo, entre outros.

Avaliando as curvas de DSC referentes as Uyg’s, identificou-se que o ponto de
fusdo das mesmas foi semelhante entre si, com valores de 62,42; 62,35 e 62,20 °C para
Ume2, Ume3 e Upged, respectivamente. Esse resultado atesta que ndo houve reducdo
considerdvel na temperatura de fusdo dos sistemas, quando comparados ao ponto de
fusdo da cera isolada. Fases puras geralmente sofrem alteracdo no ponto de fusdo ao
serem misturadas com um componente com o qual interagem, porém a manutencio da
temperatura de fusdo nas Uyg’s em relacdo a cera de carnatiba ¢ de grande importancia,
considerando que uma diminui¢do brusca poderia comprometer a integridade do
material durante armazenamento, principalmente em regides onde as temperaturas sao
elevadas. J4 na faixa de temperatura em que a ureia funde, constatou-se para Uwg2,
Uwme3 e Uve4 a ocorréncia de fusdo em 138,49; 140,38 e 138,04 °C, respectivamente,
mostrando que houve um aumento, mesmo que discreto, na temperatura de fusdo da
ureia nas Upyg’s em comparagdo com a ureia isolada, o que indica que, ainda que
fundida, a cera de carnatiba € capaz de proteger o nucleo. Essas constatagdes estdo em
concordancia com os resultados das demais técnicas ja apresentadas no que diz respeito

a ocorréncia e efetividade da microencapsulacdo, além da compatibilidade quimica.

4. Conclusao

De maneira geral, a presente pesquisa investigou o uso da cera de carnaiba como
matriz encapsulante de ureia. Para tal, foram obtidos trés sistemas microencapsulados
pela técnica de Liofilizagdo, com diferentes proporcdes entre niicleo e encapsulante. As
formulacdes nao diferiram muito entre si e todas apresentaram excelentes propriedades,
incluindo a inibi¢ao da higroscopicidade da ureia, com destaque para a formulacao 1:2,
que exibiu os maiores valores de rendimento e maior eficiéncia de microencapsulacio, o
que € bastante desejavel, visto que € o sistema com maior teor de ureia entre os
estudados, enquanto a formulagdo 1:4 apresentou maior Topser € menor teor de umidade.
A obteng¢do de microesferas de ureia utilizando a cera de carnaiba demonstrou

resultados exitosos para todos os sistemas microencapsulados desenvolvidos,
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evidenciando o potencial promissor de uso desta matéria-prima, tipica do semidrido,

para tal finalidade.
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Cinética de degradacio, perfil e mecanismo de liberacao de ureia

microencapsulada em cera de carnaiba

Resumo

Objetivou-se com esse trabalho avaliar as wureias de liberacdo lenta
microencapsuladas em matriz de cera de carnadba, sendo trés sistemas nas propor¢des
entre nucleo e encapsulante (1:2, 1:3 e 4:1), quanto a cinética de degradacdo in situ,
perfil de liberagdo de nitrogénio e mecanismo de liberagdo do nicleo em pequenos
ruminantes. A cinética demonstrou que o aumento da propor¢do de cera reduziu nao sé
a degradacdo, mas também o aproveitamento da ureia, como pode ser comprovado
também no perfil de liberacdo, onde a Uyg2 apresentou uma liberagdo mais controlada
que as demais Upyg’s estudadas. A cera de carnatiba propiciou uma maior
biodisponibilidade da ureia, reduzindo o risco de intoxicacao. Os principais mecanismos
de liberacdo foram a difusdo e a biodegradagdo, fato que impediu o aproveitamento
completo do N, mas nido diminuiu a taxa de liberagcdo. O comportamento das
granulometrias estudadas demonstrou que o aumento do tamanho da particula tende a
regular melhor a taxa de liberacdo do N, sendo mais eficaz que acrescentar cera ao
sistema. Desta forma conclui-se que a cera de carnaiba é uma alternativa promissora
para liberacdo gradual de ureia, sendo apontada a concentracdo 1:2 como a mais
favoravel.

Palavras chave: biodisponibilidade, difusdo, gradual, intoxicacao

Abstract

The objective of this work was to evaluate the microencapsulated slow release urea in a
carnauba wax matrix, with three systems in the ratio between core and encapsulant
respectively (1:2, 1:3 and 1:4), regarding to kinetics degradation in situ, nitrogen release
profile and mechanism of release of the core in small ruminants. The kinetics showed
that the increase of the wax content not only affected the degradation, but also the urea
utilization, as can be seen in the release profile, in which Uyg2 showed a more
controlled release than the other Upyg’s studied. Carnauba wax provided a higher
bioavailability of urea, reducing the risk of intoxication. The main mechanisms of

release were diffusion and biodegradation, a fact that prevented the complete use of N,
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but did not decrease the rate of release. The behavior of the granulometries studied
showed that the increase of the particle size tends to regulate the rate of N release better,
being more effective than adding wax to the system. Thus, it is concluded that carnauba
wax is a promising alternative for the gradual release of urea, with the concentration 1:2
being the most favorable.

Keywords: Bioavailability, diffusion, gradual, intoxication

1. Introducao

A ureia é uma fonte de nitrogénio ndo proteico (NNP) bastante empregada na
dieta de ruminantes, possuindo baixo custo por unidade de nutriente, e alto equivalente
proteico de 281% (CASTANEDA-SERRANO et al., 2013) configurando uma
importante alternativa para substituicdo parcial da proteina oriunda de alimentos de
origem vegetal encontrada nos farelos e tortas vegetais.

Ao ser ingerida pelo animal, a ureia € rapidamente hidrolisada, porém quando os
niveis de amonia absorvidos pelo rimen, ultrapassam o limite do figado de
biotransforma-la em ureia novamente, ocorre acimulo da mesma na corrente sanguinea,
causando intoxica¢do conhecida como Alcalose Ruminal e com possibilidade de levar o
animal ao 6bito (AZEVEDO et al., 2008).

A consideravel atividade ureolitica do rimen, somada a necessidade de adaptagcao
dos animais a alimentacdo com ureia, tém motivado estudos para desenvolver produtos
que possibilitem a liberacdo gradativa da ureia no ambiente ruminal (HUNTINGTON et
al., 2000).

Através de determinados processamentos industriais, pode-se reduzir a velocidade
de degradacdo da ureia no rimen e diversas tecnologias t€ém sido testadas nas dltimas
décadas, incluindo a amireia (BARTLEY e DEYOE, 1975), ureia tratada com
formaldeido (PROKOP & KLOPFENSTEIN, 1977), prote¢dao com gordura (FORERO
et al., 1980), protecio com biureto (LOEST et al., 2001), ureia liquida e cloreto de Ca
(CASS & RICHARDSON, 1994) e também ureia encapsulada com polimero (GALO et
al., 2003). Um dos obstaculos a serem contornados € que as alternativas encontradas sao
geralmente mais caras do que a ureia (AZEVEDO et al., 2008) ou apresentam alguma

outra limitagdo.
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A cera de carnaiiba consolida-se como uma alternativa interessante para
encapsular essa fonte de NNP, por ser um composto inerte, insolivel em dgua devido
sua caracteristica hidrofébica (PEZZINNI et al., 2007) e portanto, alternativa vidvel
para proteger a ureia que é solivel. Apesar da toxicidade de alguns lipideos aos
microorganismos do rimen, a cera de carnatba € inerte para a saide ruminal e animal
por ser um lipideo saturado de cadeias longas de ésteres ser um produto natural e nativo
de uma palmeira brasileira Copernicia cerifera (RODRIGUES et al., 2014) contida no
bioma caatinga (VARELA e CARVALHO, 2009).

Considerando os desafios da administracdo da ureia devido a alta atividade
ureolitica do rimen e a0 mesmo tempo a importancia da sua utilizacdo, principalmente
no semidrido nordestino, em que no periodo das constantes secas as forrageiras
apresentam baixos niveis de proteina, e levando em conta ainda a relevancia de explorar
sustentavelmente o potencial tecnoldgico da biodiversidade, em especial a regional,
hipotetizou-se a elaboracdo de uma fonte de NNP de liberacdo lenta, através da
microencapsulacdo de ureia em matriz lipidica de cera de carnatba, utilizando a
liofilizagdo como método de secagem. Dessa forma, objetivou-se com esse trabalho
avaliar as ureias de liberagcdo lenta microencapsuladas em matriz de cera de carnaiba
quanto a cinética de degradacdo in situ, perfil de liberacdo de nitrogénio e mecanismo

de liberacdo do nicleo em pequenos ruminantes.

2. Material e Métodos

2.1. Local do experimento

Os sistemas microencapsulados foram processados no laboratério de nutri¢do
animal (LANA) da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG no Centro de
Saude e Tecnologia Rural / CSTR no municipio de Patos — PB.

O ensaio experimental foi desenvolvido no Setor de Caprinos e Ovinos da
Fazenda Experimental NUPEARIDO do Centro de Satde e Tecnologia Rural da
Universidade Federal de Campina Grande — UFCG no municipio de Patos — PB. Os
animais foram distribuidos em baias individuais providas de sombra artificial com

telhas de amianto, piso de alvenaria na parte sombreada e de chdo batido na parte
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exposta ao sol. A cumeeira orientada no sentido leste-oeste. As baias tinham dimensao

de 0,80 m de largura x 5 m de comprimento, cercada com arame galvanizado liso.

2.2. Obtenc¢io da ureia microencapsulada

Trés formulacdes de ureia microencapsulada em matriz lipidica de cera de
carnauba foram desenvolvidas, em que as propor¢des (m/m) entre nucleo e encapsulante
foram de 1:2; 1:3 e 1:4, respectivamente. As etapas de preparo a seguir foram definidas
em testes prévios.

Para preparar as emulsdes que resultaram nos produtos microencapsulados
utilizados nos experimentos e caracterizacoes iniciais, as respectivas massas de ureia
correspondentes a cada formulacdo foram pesadas em balanca analitica Adventurer
AR2140 (Marca Ohaus, Parsippany, Estados Unidos®) em béqueres separados,
dissolvidos com dgua destilada até total dissolu¢ao. Em seguida, a cera de carnatdba foi
pesada em béqueres diferentes e fundida em banho maria, sob temperatura de 85 °C.
Logo ap0s, teve inicio o preparo propriamente dito das emulsdes, que foi feito a quente
em banho maria sob temperatura de 85 °C, devido a ripida solidificacdo da cera, uma
vez que seja retirada do aquecimento.

Ao béquer contendo a cera fundida foi adicionado Span 80 - Mono-oleato de
sorbitano (Volume correspondente a 5% com base na massa de cera de carnauba), um
estabilizante e emulsificador préprio para formulagdo de emulsdes do tipo fase aquosa
dispersa em fase oleosa (A/O), alvo do estudo. Antes de ser adicionada, a solugdo de
ureia foi aquecida até a temperatura da cera fundida e, posteriormente, adicionada
lentamente a cera, sob agitacdo constante de 120 rpm durante 20 min, com bastdo de
vidro. Por fim, as emulsdes foram transferidas para recipientes plésticos, identificadas,
congeladas em freezer horizontal a -25 °C por 24 h. Apds esse periodo, as emulsdes
congeladas foram submetidas a secagem principal em liofilizador Alpha 1-4 LD Plus
(Marca Christ, Osterode am Harz, Alemanha®), sob pressio de 0,11 mbar e
temperaturas de -60 °C por 24 h, seguida de secagem complementar em estufa a 55 °C
por 6 h.

Para obtencdo do material com tamanho de particulas que pudessem ser

adicionadas a ragdo, apds desidratagcdo, o produto foi dividido em dois grupos, sendo o
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primeiro (grupo A) submetido a maceracdo com almofariz e pistilo até obtencdo de p6
homogéneo com granulometria de at€é 32 mesh (P,) e um segundo (grupo B) que foi
macerado em peneira de 20 mesh (Pn), com auxilio de pistilo para conseguir uma
particula maior e mais uniforme. Todos os produtos foram acondicionados a

temperatura ambiente.

2.3. Animais, manejo e delineamento experimental

Este estudo foi realizado em estrita conformidade com as recomendacdes contidas
no Guia do Conselho Nacional de Controle de Experiéncias em Animais (CONCEA). O
protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentos com Animais da
Universidade Federal de Campina Grande, Estado da Paraiba, Brasil (Numero de
Permissao: 070/2016).

Foram utilizados quatro ovinos machos castrados, adultos com peso médio de 70
+ 2 kg, providos de canula ruminal. Os animais foram alojados em baias individuais
com 4 m? de 4rea coberta e providas de comedouro e bebedouro individuais.

A alimentacdo contendo os microencapsulados foi fornecida aos animais em dois
horérios (7:00 e 16:00 h), sendo 50% oferecido pela manhd e o restante a tarde, de
modo a atender as necessidades de ingestdo média didria, com uma dieta a base de 60%
de volumoso (feno moido de capim andrequicé) e 40% de concentrado (milho moido +
ureia). A 4gua era fornecida ad libitum.

O ensaio experimental foi conduzido em um delineamento inteiramente ao acaso,
em arranjo fatorial (3 x 2), relacdes de niicleo (N) e encapsulante (cera), 1:2; 1:3 e 1:4
(Ume2; Unme3 € Upe4) e tamanho de particulas (P, e Py,), com parcela subdividida no
tempo (0; 15; 30; 60; 120; 240 e 360 min) e quatro repeticdes atribuidas a cada animal.
Os ensaios experimentais foram de 8 dias, sendo 7 dias de adaptac@o dos animais a dieta
contendo 1% de ureia e um dia para realizacdo da cinética. Entre um ensaio

experimental e outro, os animais eram soltos para terem repouso de 5 dias.

2.4. Cinética da degradacao in situ
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Para determinacdo das degradabilidades potenciais da matéria seca (MS) e
nitrogénio (N) das trés Uyg’s desenvolvidas para este estudo, foi adotada a técnica in
situ, proposta por Mehrez e @rskov (1977). Amostras dos trés niveis de Uyg foram
colocadas, na quantidade de aproximadamente 1 g, em sacos de TNT (polipropileno),
que mediam 5 x 6 cm, com porosidade de 50 um, fechados a quente em maquina
seladora. Cada saco e amostra foram secados em estufa com ventilagdo forcada a uma
temperatura de 55 °C, durante 24 h e pesados para ser conhecido o valor do peso do
saco (tara) e da matéria seca da amostra.

Durante o periodo de incubagdo (6 h) foram colocadas as amostras em duplicata para
cada animal, nos respectivos intervalos de tempo (0; 15; 30; 60; 120; 240 e 360 min) e
acrescido de 1 branco, contabilizando 7 sacos por intervalo de tempo, em cada animal e
totalizando 196 saquinhos (devidamente identificados com grafite). Vinte e oito destes
como controle (brancos), utilizados para determinar o contetido ruminal que se adere
aos saquinhos para posterior correcdo da matéria seca, os demais sacos corresponderam
a 3 tratamentos com as trés Uyg’s produzidas para esse estudo, duas granulometrias
estudadas em diferentes periodos de tempo e por cada tratamento. Depois de pesados,
os sacos foram colocados em uma sacola de filé (15 cm x 30 cm), juntamente com um
pequeno peso de chumbo de 100 g e amarrado com um fio de ndilon a canula, sendo
depositados na massa ventral do rimen de maneira invertida, colocando-se primeiro as
amostras do tempo final, 360 min, e gradativamente colocando as demais, de forma que
o conteudo passasse o seu tempo devido no rimen e que ao final fossem retirados todos
de uma s6 vez. Os sacos referentes ao tempo zero (utilizados para se determinar a fragao
prontamente soltvel) foram introduzidos na adgua por 20 s e imediatamente retirados,
recebendo entdo o mesmo tratamento que os demais.

Apdbs o periodo de incubagdo os sacos com os residuos foram removidos e
imersos em banho de dgua gelada, para matar as bactérias e interromper a degradagio,
em seguida lavados com 4gua abundante e secos em estufa a 55 °C durante 24 h.

Para a descri¢do da cinética de degradacgdo in situ da matéria seca e nitrogénio dos
diferentes tratamentos de Upyg, utilizou-se o modelo exponencial de @rskov e
McDonald, (1979):

DP=a+b[l-e],

onde a DP € a degradacdo potencial no tempo t;
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a, fracdo rapidamente soldvel em 4gua;

b, fracdo insolivel em 4gua, mas potencialmente degradével;
¢, tava de degradacdo da tracio b; e

t, tempo de incubacdo em horas.

Os parimetros do modelo de @rskov e McDonald (1979) foram estimados por
ajuste das curvas de degradacdo, utilizando-se a linearizacdo pelo uso do logaritmo
neperiano.

A degradabilidade potencial foi obtida por:

DP=a+b
A fracdo potencialmente indegradada (i) foi determinada como:
1=100-(a+b)

A degradabilidade efetiva ou teérica de MS e N dos diferentes tratamentos

de Uy, foi calculada pela equagio:
DE =a+ [(bxc)/(c+k)]

em que DE € degradabilidade efetiva e

k, taxa de passagem de particulas no rimen.

As degradabilidades efetivas da MS e N das Uyg’s 1:2; 1:3 e 1:4 foram
calculadas utilizando-se valor dnico de taxa de passagem de particulas no rimen-

reticulo de 8%/h.

2.5. Perfil e mecanismo de liberacao da Ureia microencapsulada

Apoés a digestdo, secagem e pesagem das Uyg’s incubadas foi determinado o
perfil de liberacdo de Nitrogénio e estudado o seu mecanismo de liberagdo. As anélises
de nitrogénio, parametro que foi utilizado para determinacio da taxa de liberacdo nos
testes in situ, foram feitas de acordo com o método de Kjeldahl, descrito por AOAC
(2012).

Para estudar o mecanismo de liberacdo foi avaliada a microestrutura por
microscopia eletronica de varredura (MEV). As micrografias dos sistemas
microencapsulados antes do teste in situ foram obtidas conforme mencionado na
subsecdo 2.3.1 do capitulo 1 do presente estudo. Para obtencdo das micrografias, os

produtos encapsulados foram previamente cobertos por uma fina camada de ouro no
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metalizador QISOR ES (Quorum, Lewes, Inglaterra®). Para tal, as amostras foram
fixadas com fita de carbono, o tempo de metalizagcdo foi de 3 min, sob amperagem de
10 mA. As micrografias foram obtidas em um microscopio eletronico de varredura

SSX-550 (Shimadzu, Quioto, Japao®), com voltagem de aceleragdo de 20 kV.

2.6. Analises estatisticas

Para a cinética de degradagdo in situ, o modelo incluiu tratamento experimental,
tempo de incubacao, animal, periodo e tempo de tratamento X tempo.

Seguinte:

Yik=u + Ti + Bj + A + P + (TB);j + €jju

Onde Yiju = observagdo do efeito do tratamento i no tempo de incubagdo J no
periodo k; p = média geral; T; = efeito do nivel A (tratamento, i = (1:2; 1:3; 1:4; Py; Ppy),
B; = efeito do nivel B [tempo de incubag@o para a degradabilidade (j = 1, ..., 7); Ay =
efeito do animal (k = 1, ..., 4), P; = efeito de periodo (tempo, 1 = 1, 2); ABij = interacdo
entre tratamento 1 (nivel) e tempo j; e e = erro aleatorio associado a cada observagao.

Os resultados foram interpretados estatisticamente por meio de andlises de
variancia e regressiao, adotando-se nivel de 5% de probabilidade. Os modelos foram
selecionados com base no coeficiente de determinacdo e na significancia dos
coeficientes de regressdo, adotando-se nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o

teste F. Todas as andlises foram realizadas pelo pacote computacional SAS (2012).

3. Resultados
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3.1. Degradabilidade in situ

Os valores médios obtidos para as fracdes (a, b, c), taxa de passagem,
degradabilidade efetiva e potencial estdo expostos na Tabela 1 para os valores da
degradabilidade da matéria seca (MS) e o nitrogénio (N). Assim como também se
encontram as equacOes para estimativa da degradabilidade no decorrer do tempo. As
equagdes apresentaram um comportamento linear, com R? partindo de valores de 0,56 e
0,60 para MS e N respectivamente, demonstrando a representatividade da equagdo de

regressao.

Tabela 1. Estimativas da frac@o solivel inicial (a), fracdo insoldvel potencialmente
degradavel (b), fracdo indigerivel (c), taxa de degrada¢do (Kd), degradacgdo efetiva (DE)

e degradacdo potencial (DP) da matéria seca e do nitrogénio das Upyg’s.

Ume Gran. a (%) b (%) c (%) DP (%) kd (%) DE (%) Y R2
Matéria seca (MS)
1:2 P, 035 41,44 58,21 41,79 6591 37,25 0,6591*X-1,2149 0,68
12 P, 1,55 41,01 57,44 42,56 46,08 35,77 0,4608*X +0,4396 0,60
1:13 P, 038 3558 64,04 3596 4933 30,66 0,4933*X+0,0535 0,74
113 P, 1,28 31,94 66,78 33,22 65,73 29,22 0,6573*X-0,8136 0,75
1.4 P, 051 33,17 6632 33,68 68,06 29,35 0,6806*X-0,9236 0,56
14 P, 1,18 27,51 71,31 28,69 59,85 2545 0,5985*X-0,6729 0,89
Nitrogénio (N)
12 P, 557 9395 049 99,51 13793 94,17 1,3793*X-5,8696 0,61
12 P, 6,67 92,72 0,61 9939 147,89 94,62 1,4789*X-49176 0,84
13 P, 197 9732 0,71 99,29 122,99 93,16 1,2299*X-5,0418 0,65
113 P, 333 9578 0,89 99,11 153,57 93,66 1,5356*X-5,1856 0,75
1.4 P, 1,60 97,13 1,27 98,73 109,44 92,10 1,0944*X-4,1607 0,60

14 P, 231 96,07 1,62 98,38 120,77 92,28 1,2076*X -3,4067 0,80

Uwmg: ureia microencapsulada; Gran: granulometria; Y: equacdo de regressdo. Pp:
particula pequena; Py,: particula maior

Nao houve interacdo significativa (P<0,05) entre os fatores nivel e granulometria

[P 4]

(Tabela 2). Houve diferenca significativa (P<0,05) na granulometria na fracdo “a” e
fragoes “a” e “b” da matéria seca. Para os niveis estudados, houve diferenca
significativa (P<0,05) nas fracdes “b” e “c”, DE e DP e fragdes “a”, “b” e “c”, DE e DP

do nitrogénio.
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Tabela 2. Teste de Tukey aplicado para fragdo soldvel inicial (a), fracdo insoldvel

potencialmente degraddvel (b), fracdo indigerivel (c), taxa de degradacdo (Kd),

degradacao efetiva (DE) e degradacdo potencial (DP) da matéria seca e do nitrogénio

das UME’S.

Varidveis independentes

Varidveis dependentes

Niveis

1:2

1:3

1:4

P

R2

E.P.M.
Granulometria

Niveis
1:2
1:3
1:4

P
RZ
E.P.M.

Granulometria

PP

Pn

P

R2
E.P.M.

Matéria Seca (MS)

a(%)"” b (%)** c(%)** DP (%)** kd (%)™ DE (%)**
0,95 4123 A 57,82B 42,18 A 56 36,51 A
0,83 33,76B 6541 A 3459B 56 29,94 B
0,84 30,34B 68,81 A 31,19B 6395 2740B

0,5783 0,0001 0,0002 0,0002 0,6438 0,0002

0,81 0,62 0,60 0,60 0,20 0,70
0,09 1,45 1,50 1,50 8,41 1,01
a(%)** b(%)"™ c(%)™ DP(%)"™ kd (%)™ DE (%)™
041B 36,73 62,86 37,15 66,63 32,42
1,33 A 33,49 65,18 34,82 50,67 30,15
<0,0001 0,0668 0,1959 0,1959 0,0571  0,0649
0,81 0,62 0,60 0,60 0,20 0,70
0,07 1,18 1,23 1,23 6,87 0,82
Nitrogénio (N)
a(%)** b (%)** ¢ (%)** DP (%)** kd (%)™ DE (%)*

6,12A 9333B 055B 9945A 14291 94,39A

265B 96,55A 080B 99,20A 138,28 93,41AB
195B 96,60A 145A 98,55B 115,1  92,19B
<0,0001 0,0001 0,0016 0,0016 0,2163 0,0169

0,75 0,65 0,49 0,49 0,20 0,34
043 047 0,15 0,15 11,58 049
a(%)* b(%)** c (%)™ DP (%)™ kd(%)" DE (%)™
304B 96,13A 0,83 99,18 140,74 93,14
410A 9486B 1,04 9896 12345 93,52
0,0448 00282 02353 02361 02108 05158
0,75 0,65 0,49 0,49 0,20 0,34
035 038 0,13 0,13 9,46 0,40

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem ao teste de Tukey com 5% de
probabilidade; * significAncia com p < 5%; ** significiAncia com p < 1%; ™ ndo
significativo E.P.M.: Erro padrdo da média. Py: particula pequena; Pp,: particula maior

O aumento da inclusdo de cera no sistema microencapsulado acarretou uma

reducdo na degradacao efetiva e potencial, independente do tamanho de particula tanto
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para matéria seca quanto para o nitrogénio, demonstrando a efici€éncia da cera de
carnatba em regular a liberagdo de ureia.

Quanto ao aproveitamento do N, identifica-se que a DE e a DP ndo diferiram
significativamente (P>0,05) entre as Uyg2 e Upg3, onde a Uyg 2 teve uma DP 0,9% e
DE 2,2% maior que a Uyg4, enquanto a Uyg3 apresentou uma DP 0,5 e DE 1,22%
maior que a Upyg4. Contudo, a formulacdo 4:1 ndo diferiu da 3:1, sendo entdo a
formulagdo 2:1 que obteve maior €xito na utilizacdo do contetdo nitrogenado.

Ao avaliar a perda de massa na fragdo “a” nas diferentes granulometrias,
observou-se que a P, perdeu 235% a mais que a P, (Tabela 2) Contudo, quando
avaliada a perda de N na fra¢do “a” dos diferentes tamanhos de particulas, constatou-se
que a Py, liberou apenas 35% a mais nitrogénio que a P,, demonstrando que a P,
proporcionalmente possui o nicleo mais exposto, visto que necessitou perder menos
matéria seca 0,41% para liberar mais nitrogénio 3,04%, contra 1,33% de matéria seca
para liberar 4,10% de nitrogénio na Py, conferindo também uma fragilidade ao sistema
de P, visto que hd uma maior exposicio do nucleo das microparticulas e

consequentemente serdo mais facilmente atacados pela microbiota ruminal.

3.2 Perfil de liberacao do nitrogénio

A liberacdo do nitrogénio transcorreu de maneira diferente entre os tamanhos de
particulas estudados. Onde nas P, houve uma liberacdo de 5,57; 1,97 e 1,6% no tempo
zero e de 6,67; 3,33 e 2,31% no tempo zero das P, para as Uyg2, Uvg3 e Uppd
respectivamente.

A maior diferenca no comportamento da liberagdo (Figura 1) tem inicio a partir
dos primeiros 15 min de digestao, onde se observa uma reduc@o do nitrogé€nio liberado
acima de 50% nas P, e mantendo uma saida mais gradual do nitrogénio de dentro da
matriz lipidica.

Verifica-se que a Uyg2, apesar de ter liberado mais nitrogénio no tempo zero, foi
a que melhor regulou a saida do nitrogénio em ambas as granulometrias (P, e Py,)
propiciando um maior aproveitamento do nicleo, desprendendo mais que 99,38% do N

ao final de 6 h, independente do tamanho da particula.
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Figura 1. Perfis de liberacdo do Nitrogénio das Uyg’s 1:2; 1:3 e 1:4, para os dois

tamanhos de particulas estudados.
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3.3 Mecanismo de libera¢ao do niicleo

Devido a semelhanga na microestrutura, independente das formulacdes estudadas,
para as micrografias obtidas antes e apds a digestdo, foram escolhidas as que melhor
representaram o sistema e obtiveram melhor nitidez.

Avaliando as micrografias pode-se constatar que antes da digestdo (a) a superficie
da Uyg apresenta-se irregular, porém integra, selada, sem porosidade, o que ndo € mais
visto na segunda micrografia (b), obtida a partir do material do dltimo intervalo de
tempo do teste in situ, onde a superficie apresenta sinais de erosdo, algumas vacancias e

consequente perda de integridade.

SEM HV: 20.0 KV WD: 25.14 mm VEGA3 TESCAN ~
View field: 46.1 pm Det: SE 10pm NESP-f
SEM MAG:3.00 kx| Date{midiy): 0510616 LAMMEA UFCG

Figura 2. Micrografias da Uy, obtidas antes (a) e ap6s (b) o processo de digestao.

4 Discussao

4.1 Degradabilidade in situ

A reducdo das degradacdes efetiva e potencial, a medida que se aumentou os

niveis de cera no sistema, apresentou uma redu¢do no aproveitamento do nicleo para

producdo de proteina microbiana, o que € justificado pela maior quantidade de ureia
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residual ap6s o periodo de digestdao, podendo configurar perdas visto que a ureia podera
nao ser disponibilizada no rimen para ser convertida pelas bactérias ureoliticas em
amonia, seguindo intacta no trato gastro intestinal.

As fragdes “b” e “c” tanto para a matéria seca quanto para o nitrogénio, quando
levados em consideracdo os niveis de cera, apresentaram na fragdo “b” uma redugio
com o aumento da inclusdo da cera de carnatiba e consequentemente um aumento na
fracdo “c”, este aumento pode caracterizar um fator possivelmente indesejdvel, pois
aumentard a quantidade de nitrogénio que passara pelo rimen sem ser aproveitado pela
microbiota, caracterizando perdas.

A ureia remanescente na fracdo “c”, que seguird pelo trato gastrointestinal, por
conter uma quantidade minima de ureia, ainda que seja liberada no abomaso ou
intestinos, provavelmente nio acarretariam problemas de satide ao animal e quando
excretada via fezes os problemas ambientais serdo minimos devido a prote¢do conferida
pela cera de carnatiiba. Além disto, os residuos nitrogenados excretados nas fezes podem
melhorar o aproveitamento do nitrogénio no ciclo natural no solo, gracas a sua liberacdo

gradativa, sendo objeto de muitas pesquisas na drea agricola para liberacao lenta.

4.2, Perfil de liberacao de Nitrogénio

Confrontando os perfis de liberacdo dos diferentes tamanhos de particulas
estudados, observou-se que o aumento no tamanho da particula conferiu ao nucleo das
Uwme’s uma maior resisténcia ao ataque microbiano, possibilitando um retardo na
degradacao e consequentemente uma liberagdo mais sustentada.

Diferentemente do esperado, o aumento do nivel da camada lipidica da parede nao
apresentou resultados proporcionais de melhoramento na prote¢do do nicleo, pois como
observado na Figura 1 a Uyg2 foi a que apresentou uma menor taxa de liberacao.

O comportamento exposto na Figura 1, para as Uyg’s a base de cera de carnauba
sugere que a tal matriz lipidica possui capacidade de proteger a ureia, porém esse poder
de protecao € limitado pelo tamanho da particula e ndo € aumentado com o acréscimo
de cera.

Ao mensurar a concentragdo de N-NH; no rimen de novilhos, recebendo dietas

com ureia de liberacdo lenta, Ribeiro et al. (2011) obtiveram um pico na concentracao
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de nitrogénio amoniacal no rimen na primeira hora apés alimentacdo, seguida por uma
leve queda na concentracdo e apés um periodo de 4 h da alimentacdo houve um novo
pico, seguido por um declive dos valores de amonia, estabilizando-se 9 h pos
alimentacao.

Ao estudarem a inclusdo de ureia polimero, Paula et al. (2009) observaram o
maior pico de concentracdo de N-NH3 no rimen dentro das primeiras 2 h de digestdo e
mantendo-se elevado quando comparado ao tratamento controle, onde ndo havia fontes
nitrogenadas soldveis, até 9 h apds o inicio da digestao.

Azevedo et al. (2010) trabalhando com duas formulacdes de ureia protegida, onde
o encapsulante utilizado foi resina de eucalipto, minerais e flor de enxofre ou caulim
que estes dltimos diferiram entre as formulagdes, encontraram uma liberagdo controlada
onde o maximo foi obtido nas primeiras 2 h e com concentracdes elevadas apenas nas
primeiras 4 h de digestdao. Chegeni et al. (2013) encontraram pico de liberacdo de
nitrogénio passadas 3 h do inicio da digestdo, com estabilizacdo 9 h apds incubagdo no
rimen.

Quando confrontado com os trabalhos expostos anteriormente, vé-se que a
liberacdo para as ureias de liberacao lenta (ULL), citadas sdo mais controladas, o que
pode ser atribuido a forma de preparo, o material escolhido e principalmente a
granulometria, jd que nos trabalhos de Ribeiro et al. (2011), Paula et al. (2009) e
Chegeni et al. (2013) foram utilizadas a ureia revestida por polimero (Optigen), que é
obtida pelo revestimento polimérico dos granulos de ureia, contribuindo para um maior
tamanho de particula. J4 a ULL utilizada por Azevedo et al. (2010), que também era
encapsulada, porém nao € caracterizado seu tamanho, houve um controle menor, por até
4 h, o que leva a crer que o encapsulado obtido para teste poderia ser menor que a
Optigen, que € ureia revestida, como ja mencionado.

A liberacdo do nitrogénio para os diferentes tamanhos de particula pode ser
atribuido a uma maior facilidade de exposicdo da totalidade dos nicleos de cada
microparticula, contribuindo para acelerar o crescimento e adesao bacteriana especifica
(ureoliticas), somado a isto, o aumento dos patamares de amodnia ruminal pode ter
favorecido um aumento taxa de passagem dos alimentos, o que de acordo com Santos e

Pedroso. (2011) melhora a eficiéncia microbiana por garantir uma renovagao constante



47

da microbiota aumentando a quantidade de bactérias jovens com maior poder de

fermentacao.

4.3. Mecanismo de liberacao do niicleo

Com base nos aspectos das superficies da Uyg, pode-se pressupor que os
principais mecanismos de liberacdo envolvidos nesse material foram a biodegradagdo
(erosdo) e a difusdo. Assim como descrito por Lopes et al. (2005), onde os principais
mecanismos de controle da liberacdo das substancias ativas (encapsulado) por matrizes
lipidicas sdo a erosdo e a difusdo, havendo uma prevaléncia de um dos mecanismos. Em
que para o material produzido neste estudo, houve uma prevaléncia da difusdo, visto
que o nitrogénio desapareceu em maior propor¢do que a cera foi degradada pela

microbiota ruminal.

5. Conclusoes

A cera de carnatiba propiciou uma maior biodisponibilidade da ureia, reduzindo o
risco de intoxicacdo. A diminui¢do do potencial no uso da ureia pode ser explicada
pelos mecanismos de liberacdo, visto que além da difusdo, fez-se necessdrio a
degradacao da cera, fato que impediu o aproveitamento do N, mas ndo diminuiu a taxa
de liberacdo. O comportamento das granulometrias estudadas demonstrou que o
aumento do tamanho da particula tende a regular melhor a taxa de liberacao do N, sendo
mais eficaz que acrescentar cera ao sistema. Desta forma conclui-se que a cera de
carnatba € uma alternativa promissora para liberacao gradual de ureia. Recomendando-

se a propor¢do 1:2.
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