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RESUMO

“ESTUDO IN VITRO DE NANOCOME’OSITOS PARA A
LIBERACAO LENTA DE NITROGENIO SOBRE A

ALIMENTACAO ANIMAL”: A suplementacio com nitrogénio néo
proteico (NNP) vem sendo muito utilizada na alimentacdo de ruminantes em
dietas com volumosos de baixa qualidade. Isto porque estes animais possuem
uma série de microrganismos no rumem capazes de utilizar aménia (NHs) para
producéo de proteina microbiana de excelente qualidade. Essa amonia utilizada
pode ser obtida através da acdo da enzima urease sobre os produtos nitrogenados
fornecidos na alimentacéo, como por exemplo, a ureia. No entanto, um consumo
excessivo de ureia pode resultar em intoxicacdo por NHs. Assim, uma liberacéo
controlada de ureia no ramen & um aspecto essencial na alimentacdo de
ruminantes, porém poucos estudos relacionados ao controle da liberacdo de
ureia no ramen foram identificados até o momento. Com isso esse trabalho
propde a obtencdo de nanocompdsitos de montmorilonita e ureia com ou sem a
adicdo de compostos poliméricos (paraformaldeido e hidrogel), formulados pelo
processo de extrusdo, como fonte de liberagdo lenta de nitrogénio ndo proteico
sobre a alimentacao animal. Os materiais foram caracterizados por Difratometria
de raios-X (DRX), Microscopia eletronica de Varredura (MEV), Analise
termogravimétrica (TG) e Anaélise elementar (CHN). Estudou-se também o
comportamento de solubilizacdo em meio aquoso da ureia presente nos
nanocompositos. Dos resultados de caracterizagdo pode-se observar que a
montmorillonita sofreu intercalacdo em todos 0s nanocompositos, a ureia atuou
como fase dispersa em uma matriz de montmorilonita. Os resultados de
liberagcdo mostraram que a presenca da MMT atua como barreira na liberacéo de
ureia fazendo com que todos os nanocompositos tenham liberacdo mais lenta de
ureia em relacdo ao material puro. A fim de avaliar o efeito da utilizacdo desses
nanocompoésitos como suplemento de nitrogénio ndo proteico para a cana de
acucar, realizou-se o teste de digestibilidade in vitro da matéria seca, para
melhorar a digestibilidade da cana de acucar. Diferentes nanocompositos
apresentaram ganho sobre a digestibilidade da cana de acgucar, que é considerada
uma forragem de baixa qualidade, principalmente por apresentar baixo valor
proteico e ser de dificil digestdo. O nanocompdsito MMT/Ur 1:4/HG foi o mais
eficaz no aumento da digestibilidade da cana de acgucar. O incremento sobre a
digestibilidade ndo foi muito expressivo para 0s nanocompasitos com liberacéo
de ureia muito lenta, o que sugere que uma taxa de liberacdo ideal é necessaria,
esta idealidade estaria relacionada a sincronizacdo de energia proveniente dos
carboidratos ingeridos na dieta e a concentracdo de amonia disponivel, uma vez
que ambos sdo utilizados na sintese proteica e ambas influenciam na digestdo



dos alimentos. O valor de pH manteve-se dentro de uma faixa ideal para
atividade da urease. Estes resultados mostram que o desenvolvimento de
nanoestruturas € uma ferramenta poderosa para incrementar a eficiéncia de
forragens convencionais, e pode servir como base para futuros ensaios in vivo.

Palavras chave: Liberacdo lenta, ureia, Alimentacdo de ruminantes, Forragem

de baixa qualidade, Suplementa¢do com nitrogénio nao proteico.
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ABSTRACT

"STUDY IN VITRO OF NANOCOMPOSITES FOR THE SLOW RELEASE
OF NITROGEN ABOUT THE ANIMAL FEED": Supplementation with non-
protein nitrogen (NPN) has been widely used in ruminant feeding in diets of low
quality forages. This is because these animals have a number of microorganisms
in the rumen able to use ammonia for microbial protein production of excellent
quality, ammonia is obtained through the action of urease enzyme on the
nitrogenous products supplied in food, for example, urea. However, an excessive
consumption of urea may result in poisoning by NHs. Thus, a controlled release
of urea into the rumen is an essential aspect for ruminants feed, but few studies
to control the release of urea in the rumen have been identified to date Thus this
paper proposes obtaining nanocomposites montmorillonite and urea, formulated
by the extrusion process, as a source of slow-release nonprotein nitrogen on the
feed. The materials were characterized by diffraction of X-ray (XRD), scanning
electron microscopy (SEM), thermal gravimetric analysis (TGA) and elemental
analysis (CHN). Also was studied the behavior solubilization in an aqueous
medium of urea present in the nanocomposites. Characterization results can be
observed that the montmorillonite exfoliation suffered in all nanocomposites,
urea served as montmorillonite dispersed phase in a matrix. The release results
showed that the presence of MMT acts as a barrier to release of urea making all
nanocomposites have slower release of urea compared to the pure material In
order to assess the effect of the use of such nanocomposites as non-protein
nitrogen supplement for sugarcane (bulky), was carried out in vitro digestibility
test for dry matter, which simulates the food digestion conditions in the rumen.
Different nanocomposite showed gain on the digestibility of sugar cane, which
is considered low quality forage, especially for presenting low protein value and
be difficult to digest. The nanocomposite MMT/Ur 1:4/HG 2% was the most

effective in increasing the digestibility of the sugar cane. The gain on



xii

digestibility was not very significant for displaying nanocomposites release
Kinetics urea very slowly, suggesting that an ideal release rate is required, being
synchronized with the power supply supplied from the carbohydrate in the diet.
The pH remained within the optimal range for urease activity, the enzyme
responsible for metabolizing urea to ammonia and also for maximum microbial
synthesis. These results show that the development of nanostructures is a
powerful tool for increasing the efficiency of conventional fodder, and can serve

as a basis for further in vivo testing.

Keywords: Slow-release urea, Ruminants feeding, Low quality forages, Non-
protein nitrogen supplementation.
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1- INTRODUCAO

O bom desenvolvimento e, consequentemente, a boa produtividade
dos ruminantes estd associada a uma dieta adequada (DEMMENT &
GREENWOOD, 1988). No cenario nacional, grandes partes das regifes
apresentam uma boa vegetacdo e/ou pastagem nos periodos chuvosos, capazes
de fornecer o alimento em quantidade e qualidade adequados para o ganho de
peso do animal. Porém, em épocas de estiagem ocorre um déficit na quantidade
e na qualidade da forragem disponivel, gerando a necessidade da suplementacao
dos alimentos na forma de silagens, feno entre outros. A queda no volume de
matéria seca total e o aumento da fracdo fibrosa (lignina) dificultam o
aproveitamento do alimento pelos microrganismos, diminuindo assim o teor de
proteina produzido. Esses fatores refletem negativamente no desempenho dos
animais, podendo ocasionar o aumento do trabalho de degradacdo no rdmen,
reducdo da populacdo de bactérias, lentiddo na taxa de passagem dos alimentos,
menor consumo, perdas de peso e menor taxa de prenhez (ZONTA & ZONTA,
2011; TOWNSEND et al.,1998). Dessa forma, nesse periodo buscam-se
alternativas alimentares capazes de fornecer os nutrientes adequados na

alimentacdo animal.

A cana de agUcar vem sendo utilizada como suporte forrageiro em
periodos de estiagem. Dentre as vantagens do uso desse alimento estdo a alta
produtividade de matéria seca, um corte ao ano que geralmente coincide com o
periodo de escassez da pastagem, além de apresentar um valor nutritivo
constante. Porém, o uso exclusivo da cana de acticar como volumoso nas dietas
é limitado pela sua composicdo bromatolégica que apresenta baixo valor
proteico, fazendo com que seja considerado um volumoso de baixa qualidade. O
teor proteico € um dos maiores limitantes para ado¢do da cana de aglicar como

volumoso para os ruminantes. (SIQUEIRA et al., 2012)



Uma das maneiras de se corrigir dietas a base de cana de acucar € a
suplementacdo com nitrogénio ndo proteico (NNP). Isto é possivel, devido as
caracteristicas anatomofisioldgicas do estdmago dos ruminantes, sendo o Unico
animal capaz de converter nitrogénio ndo proteico em proteina de excelente
qualidade (COELHO da SILVA & LEAO, 1979; NOCEK & RUSSELL, 1988;
CALSAMIGLIA et al.,, 2008). Assim, a suplementacdo alimentar desses
animais com nitrogénio de fontes ndo proteicas de alta degradabilidade ruminal

tem sido utilizada para corrigir dietas desbalanceadas (REID, 1953).

De acordo com MAYNARD et al., (1984) existe uma variedade de
compostos que sdo utilizados para o fornecimento de NNP, tais como, biureto,
acido Urico, sais de amoénio e nitratos, e ureia. Dentre esses compostos, a ureia
tém se destacado devido ao baixo custo econdmico, disponibilidade, facil
manuseio e aplicacdo (KERTZ, 2010).

No entanto, 0 consumo excessivo de ureia e 0 baixo teor de
carboidratos fermentaveis podem resultar em casos de intoxicacdo por NHj
(SATTER & ROFFLER, 1979). Os altos niveis de ureia também tém impacto
ambiental, porque € um indicativo que mais nitrogénio esta sendo excretado no
esterco e na urina, contribuindo para o aumento de problemas na qualidade da
agua, mau cheiro e gases exalados pelos dejetos (CHERDTHONG &
WANAPAT, 2010). Uma alternativa que vem sendo estudada para contornar 0s
problemas de intoxicacéo e de impactos ambientais € a utilizacdo de materiais de
liberacdo lenta de ureia. Esses materiais buscam minimizar os riscos de
intoxicacdo por amoénia e aumentar a digestibilidade de suplementos de baixa
qualidade, pois aumentam a microbiota, responsavel por parte da digestdo do

alimento e consequentemente tornando-os mais eficientes na nutricdo animal.



1.1 - Valor nutritivo das pastagens e digestibilidade

O sistema de producéo via pasto e ou/forragem constitui a base da
dieta alimentar dos ruminantes na grande maioria das regifes tropicais. As
variacdes de qualidade desses alimentos sdo dependentes de varios fatores, tais
como: género, espécie, cultivares, ainda pode variar de acordo com as partes das
plantas, estagio de maturidade, fertilidade do solo e com as condig¢des locais e
estacionais. A eficiéncia da utilizacdo destas plantas forrageiras pelos animais
estd na dependéncia de varios fatores, entre 0s quais podemos citar como mais
significativas a qualidade e a quantidade de forragem disponivel na pastagem e o

potencial de uso pelo animal.

A composicéo das forragens pode ser dividida em duas categorias:
a primeira denomina-se parede celular. Os componentes da parede celular
incluem em sua maior parte carboidratos, celulose, hemicelulose e lignina que
possuem varia¢do no comportamento de digestibilidade. A segunda é o conteudo
celular, sendo composto por substancias soliveis em dgua ou levemente soluveis
em agua, tais como: amido, lipidios e algumas proteinas que sdo digeridas tanto
por enzimas de microrganismos, quanto por aquelas secretadas pelo aparelho
digestivo dos animais. Como sdo mais digeriveis tornam o contetdo celular de
maior disponibilidade (VAN SOEST, 1994).

A digestibilidade dos alimentos € um parametro muito importante,
pois esta diretamente relacionada com a disponibilidade dos nutrientes para 0s
animais. Ela pode ser definida como a medida da propor¢do em que o alimento
consumido € digerido e metabolizado pelo animal. Os componentes tanto da
parede celular quanto do conteudo celular possuem potencial para total digestéo,
mas isso ndo ocorre devido as ligactes de hemicelulose e celulose pela lignina,
que tem efeito protetor contra a acdo dos microrganismos do ramen (REIS et.
al., 1993).



A velocidade de degradacdo da forragem no rimen, ndo depende
apenas de sua composicado quimica, sendo também dependente dos tamanhos de
particula que influenciam diretamente na velocidade de passagem dos alimentos.
A velocidade de degradacdo é o fator mais importante na determinacdo do
consumo de forragens de baixa qualidade. Pode ser amplamente favorecida por
adequados niveis de compostos de nitrogénio, minerais e de acidos graxos de
cadeia longa, que atuam possivelmente melhorando as condicOes para o
desenvolvimento da flora microbiana, que se torna mais ativa no processo de
fermentacéo das forragens. (CORSI, 1986)

A digestibilidade pode ser determinada por métodos "in vivo", "in
situ™ e "in vitro". O método in vitro, conhecido como digestibilidade in vitro da
matéria seca (DIVMS), vem sendo amplamente utilizado em razdo dos custos
mais reduzidos, rapidez, e boa correlagdo com o método in vivo, tem sido

bastante utilizado para a avaliacdo da qualidade das forragens (PEREZ, 1997).

1.2 - Suportes forrageiros — cana-de-agucar

A cana-de-agucar € uma graminea pertencente ao @énero
Saccharum, prépria de climas tropicais e subtropicais, possivelmente originaria
do sudeste da Oceania. Atualmente é considerada como uma das culturas de
maior importancia socioecondmica para o Brasil tendo como principais
derivados: o acucar e o etanol. Além desses produtos, a cana seca e moida, € 0
bagaco da cana séo utilizados também na alimentacdo animal (PEREIRA et al,
2008). Dentre as vantagens de seu uso estdo: a elevada producdo de matéria
seca, uma cultura relativamente facil de conduzir, tem boa aceitacdo pelos
animais, apresenta elevado teor de carboidratos soltiveis e disponibilidade no
periodo seco, sem que haja queda no seu valor nutritivo (CARVALHO, 1992).

Porém, a cana-de-acucar apresenta caracteristicas que limitam a sua utilizacéo,



tais como: baixo teor de proteina bruta, fibra de lenta degradacdo ruminal e
elevado teor de fibra ndo degradavel, o que pode limitar sua ingestdo como
alimento exclusivo na dieta (PEREIRA et al., 2001). Contudo, na entressafra, ela
atinge a maturidade apresentando maior valor nutritivo, devido ao acumulo de
acucares em seus tecidos, compensando a diminuicdo da digestibilidade da
parede celular (BANDA & VALDEZ, 1976).

1.3 - Nitrogénio né&o proteico (NNP)

De acordo com SANTOS et al. (2001), existe uma variedade de
compostos NNP, como sais de amonio e nitratos, e ureia, que tém se destacado
devido ao baixo custo econdmico, disponibilidade, facil manuseio e aplicacdo. A
ureia vem sendo incluida na alimentacdo dos ruminantes, a fim de substituir o
nitrogénio da proteina verdadeira, que por sua vez reduz o custo da racdo. Outro
beneficio é a melhora do aproveitamento e consumo de alimentos volumosos de

baixa qualidade.

A ureia é obtida industrialmente em processo com temperatura e
pressdo controladas, onde a condensacgéo do gas carbdnico (CO,) com a amdnia
(NH3) forma inicialmente o carbonato de amonia, que, por sua vez, libera uma
molécula de agua, dando origem a ureia. (PEREIRA et al., 2008). A seguir €

demonstrado a reacdo quimica de obtencédo da ureia:

NH;
200°C =
C{l_J+ 2ZNH; —— - O0=¢ + H?ﬂ
100 atm A NH;

De acordo com SALMAN et al. (1996), o uso da ureia pelos
ruminantes € limitado em virtude de sua baixa palatabilidade, sua segregacao

quando misturada com farelos e sua toxicidade em doses mais elevadas. Ainda



tem sido sugerido limitar a quantidade de ureia em até 1,0 % na matéria seca
total da dieta para evitar a intoxicacdo do animal pelo excesso de amoénia
(HADDAD, 1984).

1.3.1 - Ciclo da ureia e producao-proteina bacteriana

A ureia encontrada na digestdo dos ruminantes apresenta duas
origens: enddgena, oriunda da reciclagem via saliva ou parede ruminal, atraves
do ciclo da ornitina (ureia) que ocorre no figado: ou de origem exdgena, fazendo
parte do alimento, mesmo que em pequena quantidade, bem como, pela adi¢ao
de ureia sintética a racdo. Essa ureia sofre a acdo da enzima urease, gerando
como produtos amodnia, agua e CO,. A amdnia em conjunto com energia
fornecida pelos carboidratos € utilizada pelos microrganismos do rdmen para a

producdo de proteina microbiana.

A proteina microbiana, sintetizada no rdmen, juntamente com a
proveniente da dieta que escapa da hidrolise ruminal, sdo digeridas no abomaso
(estbmago verdadeiro) e intestino, pela acdo de enzimas proteoliticas,
originando aminoacidos e outros compostos nitrogenados. Este serdo absorvidos
no intestino, passando a corrente sanguinea, indo compor o "pool de
aminoacidos" destinado principalmente, a sintese proteica do ruminante. A
porcdo que ndo for digerida € absorvida e eliminada nas fezes do animal
(VILELA & SILVESTRE,1984). Quando em excesso, 0 NHz é absorvido pela
parede do ramen e, no figado, é convertida novamente a ureia (VAN SOEST,
1994). Essa ureia pode ser excretada uma parte por via renal, uma fracdo volta
ao rumem através da saliva ou por difusdo na parede ruminal, completando seu
ciclo (GONZALEZ et al, 2000). A Figura 1.1 ilustra o ciclo pelo qual os



derivados das fontes de NNP podem sdo capazes de produzir proteina

microbiana, sua degradacéo e a formacgéo dos excessos de ambnia no rimen.

Verdadeira D >
D Profeina que sscapou da degradagio

Aminoacidos sbsorvidos

Digestao
da
Proteina
Energiz
Proteina ndo
digerida nas
.. fezes
Uréiz
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Proteina
Microbiana

Uréia via
pareds do
nEmen

LIréia excretada na urina

FIGURA 1.1 — Ciclo do nitrogénio nédo proteico e producéo de proteina
microbiana no ramen. Fonte: Adaptado de TEIXEIRA, 1992.

1.3.2 - Intoxicacao por NH;

Apesar de ser utilizada como suplemento alimentar, a ureia pode ser
toxica. O consumo excessivo de ureia e de baixo teor de carboidratos
fermentaveis pode resultar em casos de intoxicacdo pela NHs. Esta intoxicacdo
ocorre quando o acumulo de NH; no rimen € capaz de elevar o pH neste
compartimento, favorecendo a sua absorcdo acima da capacidade de
processamento hepatico (PEREIRA et al., 2008). A manutencdo das
concentragcdes corporais de nitrogénio em niveis ndo toxicos exige gasto de

energia extra pelo animal (PAIXAO et al., 2006).



Nos animais a toxicidade de ureia apresenta 0s seguintes sintomas:
inquietacdo, tremores, salivacdo excessiva, respiracdo rapida, falta de
coordenacdo, inchaco e tétano, podendo levar a morte. A manutencdo das
concentragdes corporais de nitrogénio em niveis ndo toxicos exige gasto de
energia extra pelo animal (PAIXAO et al., 2006).

Os altos niveis de ureia também tém impacto ambiental, porque €
um indicativo que mais nitrogénio esta sendo excretado no esterco e na urina,
contribuindo para o aumento de problemas na qualidade da agua e do cheiro
exalado pelos dejetos (ALVES et al., 2012).

1.3.3 - Liberacéo lenta de NNP

Com a finalidade de contornar os maleficios que o excesso de ureia
pode causar no organismo dos ruminantes, ja existem alguns materiais
produzidos comercialmente e outros em estudo, que visam controlar a liberacéo
de ureia quando ingerida junto a alimentacdo. A Optigen® é uma fonte de
nitrogénio ndo proteico de liberacdo lenta produzida pela Alltech. Esse produto
consiste em ureia revestida por um composto biodegradavel que controla a

liberacdo do nitrogénio de uma forma gradual, em até 16 horas.

Outro material de liberacéo lenta foi desenvolvido em Colorcon no
México consistindo em nucleos de ureia (Fermex®) com uma frac¢do de
tamanho entre 2,38 e 2 mm, revestidos com um polimero de etilcelulose
(Surelease®).

A fim de estudar o efeito desses produtos alguns estudos vém sendo
desenvolvidos. GONSALVES (2011) avaliou a digestibilidade e concentracdo
de ureia para cordeiros alimentados com ureia pura e ureia de liberacdo lenta
(ULL) Optigem®, associadas a duas fontes de carboidratos, contudo néo
indicaram alteracao entre as duas fontes. LIZARAZO et al., (2012) avaliaram o

efeito da digestibilidade e sintese microbiana para ovinos alimentados com feno



crescente de baixa qualidade acrescentando-se duas fontes de liberacdo lenta de
ureia (Optigen®, Surelease). Os resultados mostraram que 0 uso de ureia de
liberacdo lenta, independentemente da sua origem, ndo melhorou o trato
digestivo total ou digestibilidade ruminal dos nutrientes ou sintese de proteina
microbiana. Isso mostra que mais estudos sdo necessarios para a melhor
compreensdo dos mecanismos e condicfes de disponibilizacdo da ureia
proveniente de compostos de liberagdo lenta no rumem e como isso pode afetar

na digestibilidade ruminal.

Em trabalhos anteriores (PEREIRA et al., 2012 ; PEREIRA et al.,
2015; YAMAMOTO et al., 2015) foram preparados e caracterizados
nanocompositos obtidos da mistura, por extrusdo, de montmorilonita e ureia
acrescidos ou ndo de materiais poliméricos (hidrogel e paraformaldeido). Esses
materiais apresentaram-se capazes de reter a ureia e fornecer um comportamento
de liberacdo lenta para esse composto, quando aplicados como fertilizantes.
Sendo assim, diante da problematica apresentada, propde-se o estudo de
nanocompositos como fonte suplementar proteica para animais ruminantes, com
potencial a serem estudados na alimentagdo animais, para 0 incremento 0sS
valores de digestibilidade dos alimentos, para um melhor aproveitamento

nutricional, sendo avaliado principalmente, por teste de digestibilidade in vitro.
1.4 - Argilominerais de montmorilonita

Umas das matérias primas ceramicas mais largamente empregadas é
a argila. Além de ser um material abundante na natureza e de baixo custo, as
argilas ainda possuem propriedades que facilitam seu manuseio e obtencdo de
novos produtos. Um exemplo disso € que em contato com a agua adquire
plasticidade. Por plasticidade entende-se a propriedade do material imido ficar
deformado (sem romper) pela aplicacdo de uma tensdo, sendo que a deformacéo
permanece quando a tensdo é retirada. Ao serem misturadas em proporcoes

apropriadas, argila e 4gua formam uma massa pléastica que é muito susceptivel a
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conformagcéo. E importante diferenciar argila e argilomineral, o primeiro trata-se
da matéria prima natural, ja o argilomineral é especificamente a fase cristalina
majoritaria. Outra propriedade desses materiais € a capacidade de troca de
cations (CTC). Quando argilomineirais anidros sédo colocados em agua ou em
ambientes Umidos, os cations trocaveis se hidratam, ocorre a entrada de agua
(solvatacdo) e o espacamento basal aumenta, nessas condi¢fes 0s cations
interlamelares sdo susceptiveis de serem trocados por outros cations por uma
reacdo estequiométrica (SANTOS, 1975).

Argilas sdo aluminossilicatos, sendo compostas de alumina (Al,O3)
e silica (Si0O,), que contém agua quimicamente combinada. Estruturalmente séo
constituidos por laminas ou folhas tetraedrais ajustadas a laminas ou folhas
octaedrais, formando camadas que se empilham sucessivamente. As laminas
tetraedrais sdo formadas por tetraedros (grupos de coordenacdo ZO,, onde Z=
Si, Al), ligados entre si pelo compartilhamento de oxigénios basais Figura 1.2a.
As laminas do tipo octaedrais sdo formadas de octaedros individuais (grupos
com coordenacdo YOg onde Y= Al, Fe, Mg, O=0, OH) que se unem

lateralmente pelo compartilhamento de arestas octaedrais Figura 1.2b.

FIGURA 12 - (a) Tetraedros ZO, (onde Z = Si, Al) unidos pelo
compartilhamento de atomos de oxigénio basais, formando a ldmina tetraedral;
(b) Octaedros de YOg (onde Y = Al, O, OH) unidos pelo compartilhamento de

arestas, formando laminas octaedrais. Fonte: SILVA, 2010.
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Estruturas cristalinas para os minerais de argila sdo relativamente
complicadas; entretanto, uma caracteristica predominante € uma estrutura em
camadas. A montmorilonita é uma argilomineral do tipo 2:1, sendo constituida
por duas folhas de silicatos tetraédricas, com uma folha central octaédrica,
unidas entre si por oxigénios comuns as folhas. As camadas sucessivas estao
ligadas frouxamente entre si e camadas de agua ou de moléculas polares, de
espessuras variaveis, podem entrar entre elas, chegando a separéa-las totalmente
deixando-as livres, quando as distancias interplanares ficam superiores 40A. A

Figura 1.3 ilustra a estrutura das argilas do tipo 2:1.

folha
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folha
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folha v :i}k\(;
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FIGURA 1.3 — Eshogo da estrutura 2:1 da, montmorilonita. Fonte
ALEXANDRE E DUBOIS, 2000.
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2 -OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Avaliar diferentes nanocompositos de liberacdo lenta de ureia
quanto ao potencial uso na nutricdo animal O objetivo geral deste trabalho foi
produzir materiais nanocompoésitos de MMT/Ur, acrescidos ou ndo de materiais
poliméricos, com comportamento de liberacdo lenta de nitrogénio ndo proteico
(ureia), e testar a influéncia destes materiais na digestibilidade da cana de agucar

e avaliar os niveis de amonia ruminal e pH durante o processo fermentativo.
Objetivos Especificos:

Obter materiais nanocompoésitos pelo processo de extruséo,
misturando-se diferentes relagdes massicas de montmorilonita e ureia (MMT/Ur
1:1, MMT/Ur 1:2 e MMT/Ur 1:4), selecionar a relacdo massica 1:4 e modifica-
la com a adicdo de 2 materiais poliméricos (Hidrogel de poliacrilamida e
Paraformaldeido) de forma a obter mais 2 materiais MMT/Ur 1:4/HG e

MMT/Ur 1:4/Pf respectivamente, obtendo no total 5 nanocompaésitos distintos.

Caracterizar os materiais obtidos pelo processo de extrusdo para
verificar composicdo morfoldgica, teores dos elementos, dentre outras

caracteristicas dos materiais obtidos.

Avaliar o comportamento dos materiais em meio aquoso,

verificando a taxa de liberacéo da ureia, através do teste de liberacdo em agua.

Estudar o efeito dos nanocompositos sobre a digestibilidade da cana
de acucar, através do teste de digestibilidade in vitro. Acompanhar durante este

teste os valores de producéo de amodnia e pH no processo fermentativo.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Materiais

A ureia (Ur) comercial utilizada foi previamente moida em moinho
de bolas (Servitech CT-241) e em seguida peneirada em peneira de malha 30. A
montmorilonita (MMT, Drescon S/A-Produtos de Perfuracdo) foi utilizada sem
purificacdo. O hidrogel de poliacrilamida (HG) foi sintetizado de acordo com a
metodologia apresentada por BORTOLIN et al. (2012), e o paraformaldeido (Pf

- s0lido) utilizado como recebido (Sigma-Aldrich).

3.2 Preparacao dos compadsitos

Preparou-se 5 formulacGes de nanocompositos distintas que foram
divididas em 2 grupos. O primeiro grupo contendo somente misturas de
montmorilonita e ureia em diferentes relacdes massicas, denominados como
MMT/Ur 1:1 (50% em massa de ureia), MMT/Ur 1:2 (66% ureia) e MMT/Ur
1:4 (80% ureia).

O segundo grupo foi preparado somente com a relacdo maéssica 1:4
de montmorilonita e ureia, respectivamente, porém modificada com 2 diferentes
componentes, hidrogel de poliacrilamida e paraformaldeido. Para o
nanocomposito preparado com hidrogel foi adicionado 2% em massa desse
material, e entdo denominado MMT/Ur 1:4/HG. Ja para 0o nanocomposito
preparado com paraformaldeido, foram pesadas massas de ureia e
paraformaldeido de forma que uma relacdo molar de 1:0,5, respectivamente,
fosse mantida, e entdo denominado MMT/Ur 1:4/Pf. Segue a tabela com a

nomenclatura e a composi¢do dos nanocompasitos obtidos:
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TABELA 3.1- Composicdo quimica em percentagem dos nanocompdsitos

obtidos pelo processo de extruséo.

Nome MMT Ur HG Pf
MMT/Ur 1:1 50 50 - -
MMT/Ur 1.2 34 66 - -
MMT/Ur 1:4 20 80 - -
MMT/Ur 1:.4/HG 19,6 78,4 1,96 -
MMT/Ur 1:4/Pf 17 66 - 17

Os nanocompdsitos foram preparados segundo metodologia
(PEREIRA et al., 2015; PEREIRA et al., 2012; YAMAMOTO et al., 2015). Os
materiais foram pesados separadamente (ureia, montmorilonita, paraformaldeido
e hidrogel) de acordo com a formulacdo desejada e em seguida misturados até
completa homogeneizacdo. Entdo foi adicionada agua (13% de em relacdo a
massa total), sendo novamente homogeneizados e deixados em descanso por um
periodo de 24h, Apds este periodo foram extrudados em extrusora dupla rosca
(Coperion Werner and Pfleiderer) a 40 °C e 150 rpm. As formulacbes foram
secas em temperatura ambiente por uma periodo de 5 dias com excecdo do
material MMT/Ur 1:4/Pf , que apds o processo de extrusdo foi colocado em
estufa a 90 °C para o processo de cura (formacdo do polimero ureia-

formaldeido).

O método escolhido para a obtencdo dos nanocompositos foi a
extrusdo cujo desenho esquematico é apresentado na Figura 3.1. Esse método
permite a obtencdo de grande quantidade de material esfoliado e/ou intercalado

e de forma cilindrica, o que facilita sua aplicacdo como produto final.
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FIGURA 3.1 — Desenho esquematico do processo de extrusdo, com a obtencao

dos materiais nanocompositos.

3.3 Caracterizacoes

3.3.1 Difratometria de raios X (DRX)

Para a obtencdo dos difratogramas de raios X utilizou-se o
equipamento (difratometro SHIMADZU XDR 6000) para analise da esfoliacdo
e/ou intercalacdo da montmorilonita presente nos nanocompositos, 0s materiais
foram macerados em cadinho, inseridos e compactados em placas de aluminio, e
entdo analisados. A intensidade relativa foi registrada em uma faixa de disperséo
(20) de 3 a 40°, utilizando radiacdo Cu-Ka (A = 0,1546 nm). A velocidade de
escaneamento foi de 1°-min™, a voltagem e correntes dos tubos de raios X foram
de 30 kV e 30 mA, respectivamente. A técnica de difracdo de raios X é
comumente utilizada na determinacéo das fases cristalinas. Sélidos cristalinos
apresentam atomos que se ordenam em planos cristalinos separados entre si por
distancias da mesma ordem de grandeza dos comprimentos de onda dos raios X.

Ao incidir um feixe de raios X em um cristal, 0 mesmo interage com 0s atomos
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presentes, originando o fendmeno de difracdo. Dessa forma a disténcia
interplanar “d” da MMT e nanocompositos foi calculada segundo a Lei de Bragg
(Equacdo 3.1), a qual estabelece a relacdo entre o angulo de difracdo e a
distancia entre os planos que a originaram (caracteristicos para cada fase

cristalina).
2dsenf = nl (3.1)

Onde: n (=1) ordem de reflexdo; A: comprimento de onda dos raios X incidentes;

d: distancia interplanar e 0: angulo o de difracao.

3.3.2 - Microscopia eletronica de varredura (MEV) e

Espectroscopia de raios X por dispersao em energia

As caracteristicas morfologicas e a analise qualitativa da
composicdo dos materiais foram obtidas por MEV (JEOL MICROSCOPE-
MODEL JSM 6510) com sistema acoplado para analise de energia dispersiva de
raios X (THERMO SCIENTIFIC NSS). Os pellets de cada compdsito foram
quebrados manualmente e colocados em stubs com auxilio de fita carbono de
forma que a regido da fratura fosse analisada. As amostras foram recobertas em
equipamento Sputter Coater (SCDO050/LEICA) acoplado a um acessorio de
evaporacdo de carbono com fio, onde é passada uma corrente no fio até o

rompimento do mesmo. A fonte de tensdo na analise foi de 15KV.

3.3.3 - Analise Termogravimétrica

Os compdsitos e seus materiais de partida foram submetidos a
analise termogravimétrica em equipamento TA Instruments TGA Q-500.

Aproximadamente 10 mg das amostras foram colocadas em panela de aluminio
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e aquecidas até 600 °C, a uma taxa de 10 ° min™ com fluxo de 60 ml min™ ar e

40 ml min™ N,.

3.3.4 - Andlise elementar (CHN)

A andlise elementar dos compositos e materiais precursores foi
realizada em equipamento Analisador Elementar (CHN 2400- PERKIN

ELMER). Para cada analise utilizou-se aproximadamente 5 mg de amostra.

3.4 - Avaliacéo da liberacéo de ureia em agua

O estudo de liberagdo da ureia presente nos compdsitos em meio
aquoso consistiu em inserir diretamente os pellets de cada material em um
béquer contendo um volume de 400 mL de agua destilada em pH neutro, a 25 °C
e 30 rpm de agitagdo em equipamento Incubadora Refrigerada com Agitacdo
(TE-421 TECNAL). Aliguotas de 0,5 mL foram coletadas em diferentes
intervalos de tempo, sendo o tempo maximo de coleta de 120 h. As aliquotas
foram imediatamente analisadas segundo metodologia adaptada da proposta por
WITH & PETERSEN (1961) em espectrofotometro de UV-visivel (FEMTO-
700 Plus) para determinacdo da concentracdo de ureia em solucdo. O método
baseia-se na preparacdo do reagente de Ehrlich e uma solucdo 10% (v/v) de
acido tricloroacético. Para analise misturam-se 0,5 mL da amostra, 0,5 mL do
reagente de Ehrlich e 2 mL da solucdo de acido tricloroacético e efetua-se a
leitura no espectrofotdmetro UV-visivel (A = 435 nm), obtendo-se 0s valores de

absorbancia relativos a concentracdo de ureia nos respectivos tempos de coleta.

A massa de cada compdsito foi obtida de forma a constituir a

mesma quantidade de ureia em todos os experimentos, além de terem sido



18

realizados em quintuplicata. Também realizou-se o teste com ureia comercial
pura para fins de comparacdo. A Figura 3.2 ilustra como foi realizado o teste de

liberacdo a coleta das aliquotas e analise no UV-Vis.

0,5 mL Reagente
de Erlench

Leitura no

B = B | Uy vis

2 mL de Acido
tricloroacético

FIGURA 3.2 — Esquema ilustrativo do teste de liberacdo em meio aquoso

realizado em Incubadora refrigerada.

A determinacdo da concentracdo de ureia em cada tempo de coleta no
teste de liberacdo foi determinada atraves da utilizagcdo de uma curva analitica de

ureia (Figura 3.3).
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FIGURA 3.3 - Curva analitica de ureia utilizada no teste de liberagéo.

3.5 - Teste de Digestibilidade in Vitro da Matéria Seca

O experimento foi conduzido na Embrapa Pecuéria Sudeste (Sao
Carlos-SP). Avaliou-se a digestibilidade in vitro da matéria seca da cana de
acucar pura e quando suplementada com 7 materiais distintos: MMT/Ur 1:1;
MMT/Ur 1:2 ; MMT/Ur 1:4; MMT/Ur 1:4/HG; MMT/Ur 1:4/Pf;, MMT pura:
ureia pura. No estudo utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, em

esquema fatorial 2 x 8 (procedimentos x classes de alimentos).

Os compositos foram secos em estufa com circulacdo de ar a 90 °C,
triturados em cadinho de porcelana e peneirados em peneira de 25 mesh, de

onde foram obtidos granulos menores que 1 mm (Figura 3.4).



20

FIGURA 3.4 — Imagem dos nanocompositos moidos: (a) tamanho real e (b)

imagem no microscépio.

A cana utilizada foi fornecida pela Embrapa Pecuéria Sudeste. Esse
material foi seco a uma temperatura de 60 °C durante o periodo de 72 h, entdo
moido em moinho de facas, e peneirado em peneira de 25 mesh, de forma a
obter um material com granulometria menor que 1 mm. Este material foi
analisado quanto sua composicdo quimica e os resultados sdo apresentados na
Tabela 3.2.
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TABELA 3.2: Percentagem massa/massa (% m/m) da cana de acucar utilizada

no teste de digestibilidade in vitro da matéria seca.

MS PB FDA FDN FB Cinzas EE Lignina DIVMS NNP

M 9535 244 3538 58.14 2850 211 112 488 52.71 0.11
S 08 046 154 28 250 019 0.39 1.40 230  0.02
%(m/m) 090 18.75 436 490 876 9.09 34.60 28.67 436 19.47

MS: material seca FB: fibra bruta

PB: proteina bruta EE: extrato etéreo

FDA: fibra em detergente acido DIVMS: digestibilidade “in vitro” da matéria seca
FDN: fibra em detergente neutro NNP: nitrogénio nédo proteico

M: Média S: Desvio Padréo

% (m/m) percentagem massa massa

O liquido ruminal foi coletado 1 h antes do inicio do experimento e
armazenado em garrafa térmica pré-aquecida. Para isso utilizaram-se 2 animais
fistulados no rumem que ficaram de jejum por 12 h. A coleta foi feita em
diversas partes do rumem, de forma a garantir uma homogeneidade no liquido.
Apoés a coleta o liquido foi imediatamente filtrado e armazenado até o preparo

do experimento de digestibilidade (Figura 3.5).
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FIGURA 3.5 — Coleta e filtragem do liquido ruminal utilizado no teste de
digestibilidade in vitro da matéria seca.

A solucédo tampao atua controlando o pH, mantendo as condigdes
ideais para o desenvolvimento dos microrganismos e tambem permitindo o meio
adequado para a méaxima atividade da enzima uréase presente no meio ruminal.

Essa solucéo foi preparada de acordo com a composicao indicada na Tabela 3.2
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TABELA 3.3: Composicdo da solucdo tampédo preparada para o teste de
digestibilidade in vitro.

Composicao (gL ™
Bicabornato de Sddio 9,80
Fosfato de Sodio Bibasico 9,30
Cloreto de Sadio 0,47
Cloreto de Potéassio 0,57
Cloreto de Calcio anidrido 0,04
Cloreto de Magnésio anidrido 0,06

O experimento foi conduzido em dois estagios. Primeiro
determinou-se a digestibilidade aparente em sistema automatizado incubadora in
vitro (TECNAL TE-150). Nesta etapa as amostras foram pesadas e seladas a
quente em sacos F-57 (ANKOM Technology Corp., Fairport, NY) de forma a
obter 0,5 g cana de agucar e 1% (m/m) de ureia para todos os materiais em cada

saco (Figura 3.5).

FIGURA 3.6- Filtros F57 (saquinhos) contendo amostra selada, utilizados no

teste de digestibilidade.
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Cada jarro de digestdo continha uma classe de alimento totalizando
24 saquinhos, sendo 18 de amostra e 6 vazios (branco). As amostras foram
incubadas em uma relacédo 4:1 (v/v) de uma solucdo tampéo (saliva artificial ou
solucdo de Macdougal com pH final 6,69) e 400 mL do liquido ruminal. Os
saquinhos foram distribuidos de forma uniforme com o auxilio de um marcador
divisorio dentro do jarro e purgou-se CO, durante 5 minutos para se ajustar o
pH. Os jarros foram incubados a 39 °C e agitacdo rotacional branda. O
experimento foi conduzido por um periodo total de 96 h. As amostras foram
estudadas em triplicata e em 6 tempos distintos: 12h, 24, 36, 48, 72 e 96 h.
Durante o teste também se acompanhou o pH do meio com o auxilio de um
pHmetro para os mesmos tempos de coleta. A cada coleta, os saquinhos foram
lavados com agua quente até que se tornasse limpida e levados em estufa por 24
h. Os saquinhos secos foram pesados e armazenados em dessecador para a

segunda etapa. A figura 3.6 ilustra o procedimento da primeira etapa da DIVMS.

Jarro de Filtros F57

\

digestao

Incubadora

O

12h, 24, 36, 48, 72
e 96h

FIGURA 3.7- llustracdo do teste de digestibilidade In Vitro da Matéria Seca.
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Na segunda etapa, os saquinhos coletados em diferentes intervalos
de tempo na etapa de incubacdo foram submetidos ao refluxo em solucdo de
detergente neutro para a obtencédo do residuo ndo digerido da parede celular livre
de material microbiano, o que viabiliza a determinacdo da digestibilidade
verdadeira (VAN SOEST et al., 1991; VAN SOEST, 1994). A anélise de fibra
em detergente neutro (FDN) foi realizada em equipamento analisador de fibra
(Ankon-200). Apo6s o periodo 1:15 h em solucéo de detergente neutro, foram
feitas 3 lavagens de 15 minutos em agua deionizada. Apos este procedimento 0s
saquinhos foram secos em estufa a 90 °C e pesados, visando aos calculos de
digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) (ANKOM, 2005).

Calculo da DIVMS:
100 - (W3 - (W1xC1)) x100/ (W2xDM) (Equacéo 3.2)
Onde:

W1= Peso do Filtro

W2= Peso da amostra

W3= Peso final ap0s o tratamento in vitro e FDN
DM= Matéria Seca

C1= Fator de correcdo

A determinagdo da evolugdo do nitrogénio amoniacal durante a
incubacéo foi realizada pelo método espectrofotométrico por anélise em injecéo
de fluxo (FIA) em espectrofotdmetro (FEMTO-432) acoplado a bomba
peristaltica (ISMATEC-IPC). Com pipetador automatico foram coletados 5 mL
de liquido ruminal de cada jarro e armazenados em tubo falcon contendo 0,2 mL
de uma solucdo aquosa de acido sulfurico (50% v/v). O método consiste na
injecdo da amostra em um fluxo transportador impulsionado por uma bomba

peristaltica. A amostra durante seu transporte recebe os reagentes: Hidroxido de
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sodio (NaOH 1,5Mol/L denominado Reagente 1 (R1)) ; Hidroxido de sodio(
0,75mol/L, empregado como fluxo receptor (Rec)); Solucdo de acido salicilico +
nitroprussiato de sodio, preparada em meio NaOH 0,35mol/L, : 5% (m/v) de
citrato de sodio (evita precipitacdes de hidroxidos de metais , 0,50% m/v) de
nitroprussiato de sodio ( como agente que catalisa a velocidade de formagéo no
cromoforo originam o Reagente 2 (R2); Solucdo comercial de Hipoclorito de
sodio como Reagente 3 (R3). Ao término formam o complexo azul de indofenol
cuja coloracdo é proporcional a concentracdo de amdnia presente na amostra
(SOUZA et al., 2002). O equipamento e os reagentes utilizados na analise sao

mostrados na Figura 3.7.

Amostra  Acido salicilico +
/I\ Nitroprussiato de

/I\ A 660nm
--‘ D Py A
: : L i [ iy () !
2 7l B &/
\l/ [ ]

Tt

Bobina Ry R; Ry
reacional

Bobina

Fluxo ) reacional
transportador

NaOH Hipoclorito
0,75 de sédio

FIGURA 3.8- Equipamento e reagentes utilizados na determinacdo da concentracao de
amdnia durante o teste de digestibilidade por anélise por ingestdo em fluxo
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Para avaliar a confiabilidade dos resultados de digestibilidade
verdadeira foram realizadas andlises estatisticas de variancia e teste de
compara¢fes multiplas de Duncan. A taxa inicial e a velocidade de digestdo
foram determinadas pelo ajuste de regressées logaritmicas. O software utilizado

nas analises foi o0 R 3.1.3 e o nivel de significancia adotado foi de 5%.

3.6 - Inibicdo da urease

Esse teste foi realizado a fim de verificar se a presenca da MMT
pode inibir a atividade da urease. O teste foi realizado segundo metodologia
proposta por OLIVEIRA et al. (2012). Utilizou-se a urease tipo 11l extraida da
Canavalia ensiformis (Jack Bean), com atividade especifica de 15000-50000 U/g
solido (1U ira liberar 1umol de NH; da ureia por minuto em pH 7 a 25 °C).

Para a realizacdo do teste de inibicdo foi necessario preparar as

seguintes solucoes:
e Solucdo tampé&o de fosfato de s6dio 0,05 mol L™ com pH 7:

Pesou-se 3,4022 g de fosfato monobasico de potéssio, e 4,3545 g de
fosfato dibasico de potassio. Dissolveu-se separadamente em meio aquoso,
transferiu-se para um baldo volumétrico de 1000 mL, completou-se o volume
com agua destilada e homogeineizou-se. Conferiu-se 0 pH com auxilio de um

pHmetro e armazenou-se em geladeira (validade de 30 dias).
e Solucéo de Urease:

Pesou-se 0,014g de uréase e adicionou-se 1,25 mL do tampédo de

fosfato de s sodio.
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e Solucéo de Ureia:

Para o preparo da solucao de ureia, pesou-se 1 g de ureia, dissolveu-
se no tampao, transferiu-se para um baldo de 1000 mL e completou-se o volume

com a solucéo tampdo de fosfato de sodio.

Para o ensaio de inibicdo da urease cada material foi estudado em
triplicata, sendo classificados como, controle, 20% (material contendo 1,25 mg
MMT) e 50% (material contendo 5mg MMT). Essas quantidades de MMT
adicionadas equivalem as mesmas utilizadas no teste de digestibilidade,
correspondendo aos materiais MMT/Ur 1:4 (20 % MMT) e MMT/Ur 1:1 (50 %
MMT), respectivamente. Previamente foi pesada uma massa de 1,25mg MMT e
5mg de MMT equivalentes a (20% e 50% citadas anteriormente).Aos frascos
adicionou- se 980 pL de solucdo tampéo de fosfato e 20 pL da solucdo de uréase
aguardou-se 5 minutos , sendo entdo adicionado 0,5 mL da solucéo de ureia, 0s
frascos foram tampados e conduzidos & agitacdo branda em mesa agitadora
(MARCONI) por um periodo de 25 minutos.

A quantificacdo da NH; foi feita imediatamente, pelo método
espectrofotométrico de analise por injecdo de fluxo FIA. Para auxiliar na
quantificagdo dos resultados foi preparada uma curva padrdo de fosfato de
amonio de 5 a 200 ppm. Para isso pesou-se 100 mg de fosfato de amonio,
dissolveu-se em agua destilada, em seguida transferiu-se para um baldo de 500
mL e completou-se 0 volume com agua. As demais concentracBes da curva

foram obtidas através a dilui¢do adequada da solucéo de 200 ppm.
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FIGURA 3.9- Curva Analitica, concentracdo de amonio versus absorbancia,

leitura por metodo espectrofotometrico.

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente 0s nanocompdsitos e a MMT pura foram
caracterizados por difratometria de raios X (DRX) para verificar se houve
esfoliacdo e/ou intercalacdo do argilomineral nos nanocompositos. Para isso foi
monitorado o espacamento basal do plano dgy; da MMT como mostrado na
Figura 4.1a. A distéancia interlamelar foi calculada de acordo com a Lei de Bragg
(2-d-senf = n-A - d ¢ distancia interplanar, 6 angulo de difragdo, n ordem de
reflexdo e A comprimento de onda). Com base nessa equacédo e na Figura 4.1b,
que representa uma aproximacao da regido de interesse, a MMT apresentou 20 =
6,84 (com d = 1,30 nm) e os materiais nanocompositos 26 = 5 com d=1,77 nm.
De acordo com a equacdo, uma diminuicdo no angulo de reflexdo é
acompanhado por um aumento no espacamento interplanar. Observou-se uma
grande diminuicdo na intensidade do pico do plano cristalografico 001 da MMT

para todos o0s materiais, indicando que a MMT presente nos materiais
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nanocompositos sofreu o processo de intercalacdo através introducdo da ureia
nos espacos intercamadas (AHMADI et al., 2004 ; NING et.al, 2010).

a) b) MMT/Ur 1:4/Pf
WWW
MM T/Ur 1:4/HG
MMT/Ur 1:4/Pf EE—
MM T/Ur 1:4
@ @
S MM T/Ur 1:4/HG S
~ ~ MMT/Ur 1:2
3 MMT/Ur 1:4 D i
© ©
o o
w - \ :
2 MM T/Ur 1:2 2 e MMT/Ur 1:1
0] l } 0]
-— -—
c c
= MMTUr1:1  J =
||- MMT
MMT
I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I '
5 10 15 20 25 30 35 40 5 10
26/ grau 26/ grau

FIGURA 4.1- Difratometria de Raios-X para MMT pura e nanocompositos
MMT/Ur 1:1, MMT/Ur 1:2, MMT/Ur 1:4, MMT/Ur 1:4/HG e MMT/Ur 1:4/Pf.
(@) DRX com varredura de 3 a 40 °C, (b) aproximacgéo da regido dgy; de 5 a 10
°C.

A fim de verificar a morfologia dos materiais foi realizada a
microscopia eletronica de varredura (MEV). Os resultados sdo mostrados na
Figura 4.2. A estrutura lamelar caracteristica da MMT foi observada em todos 0s
nanocompoésitos, porém pouco pronunciada nos materiais MMT/Ur 1:4,
evidenciando uma maior dispersdo da MMT com o aumento na propor¢do de

ureia. Houve uma diminuicdo do tamanho de particulas identificadas como
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cristais de ureia para os materiais MMT/Ur 1:4, MMT/Ur 1:4/HG e MMT/Ur
1:4/Pf , em relacdo a ureia pura. O composito MMT/Ur 1:4/Pf apresentou
cristais na forma de agulhas identificados como ureia polimerizada (ureia-
formaldeido). Essa modificacdo no tamanho e forma dos cristais esta

relacionada a recristalizagdo da ureia solubilizada durante o processo de

obtencdo dos compositos.

montmorilonita pura e nanocompdsitos MMT/Ur 1:1, MMT/Ur 1:2, MMT/Ur
1:4, MMT/Ur 1:4/HG e MMT/Ur 1:4/Pf.
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Para confirmacdo das regibes identificadas como ureia, ureia
polimerizada e MMT foi realizada a anélise por MEV-EDX, cujos resultados
estdo apresentados na Figura 4.3a-e. Por meio desta analise confirmou-se que 0s
cristais na forma de agulha e os na forma de granulo possuiam como elementos
majoritarios o N, O e C, e as formas lamelares ou material entorno das particulas

0 Al, Mg e Si, caracteristicos da ureia e MMT, respectivamente.
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d) MMT/Ur 1:4/HG
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FIGURA 4.3 - Imagens de EDX para os materiais hanocompositos, identificacéo
dos elementos C, N, O, Mg, Al, Si nas regibes, (a) MMT/Ur 1:1, (b) MMT/Ur
1:2, (¢) MMT/Ur 1:4, (d) MMT/Ur 1:4/HG, () MMT/Ur 1:4/Pf.



35

A decomposicdo térmica dos materiais foi estudada por anélise
termogravimétrica e sua primeira derivada (TG e dTG). Os resultados da TG
podem ser observados na Figura 4.4. A MMT pura praticamente ndo apresenta

perda de massa na faixa de temperatura estudada. Ja a ureia pura se decompde
completamente até 400 °C.

100
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FIGURA 4.4- Curva Termogravimétrica (a) da MMT pura, ureia
pura e nanocompositos MMT/Ur 1:1, MMT/Ur 1:2 e MMT/Ur 1:4; (b) da MMT
pura, ureia pura, HG puro, Pf puro e nanocompdsitos da MMT/Ur 1:4/HG e
MMT/Ur 1:4/Pf. Todos 0s nanocompdsitos apresentam residuos finais
correspondentes a massa de MMT adicionada a cada formulagéo, estes

resultados podem ser melhor observados na Tabela 4.1.
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TABELA 4.1: Residuo final em massa (%) ap6s a andlise termogravimétrica

(TG).

Composto Residuo Final (%)
MMT 91
Ureia 0
MMT/Ur 1:1 39
MMT/Ur 1:2 31
MMT/Ur 1:4 27
MMT/Ur 1:4/HG 19
MMT/Ur 1:4/Pf. 15

Para melhor visualizacdo das etapas de perdas de massa analisou-se

também a DTG tantos dos materiais precursores, quanto dos nanocompositos,

mostradas na Figura 4.5a-b.

dm/dT(u.a)

a) 82% )
15% Ureia

9%
MMT

N

40%

MMT/Ur 1:1
46%

MMT/Ur 1:2

50%
MMT/Ur 1:4

dm/dT(u.a)

Temperatura/°C

T T T T T T T 7T ~ T "1 °
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

b) 82%
16% Ureia

9%
MMT

100%
Pf
32% 27%
0
11% HG

75%

MMT/Ur 1:4/Pf
9%

52%
o5
M MMT/Ur 1:4/HG

Temperatura / ‘c

T T T T T " T " T T " T "T1°
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

FIGURA 4.5- Derivada da Curva Termogravimétrica (a) da MMT pura, ureia
pura e nanocompadsitos MMT/Ur 1:1, MMT/Ur 1:2 e MMT/Ur 1:4 (b) da MMT
pura, ureia pura, HG puro, Pf puro e nanocompositos da MMT/Ur 1:4/HG e
MMT/Ur 1:4/Pf.
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A figura 4.5 (a) Apresenta os resultados da MMT e ureia puros e
dos nanocompdsitos contendo apenas MMT/Ur. A ureia pura apresentou 0S
mesmos estagios de perda de massa observados por BRACK et al. (2014) e
CHEN & ISA (1998), iniciando-se antes do ponto de fusdo (132,5 °C) até
aproximadamente 400 °C com a completa oxidacdo do material. A MMT pura
apenas apresenta perda de massa temperaturas da ordem de 800 °C, a perda de
9% observada corresponde a perda de agua estrutural ou desidroxilacdo da
bentonita, 0 mesmo observado por ZHANG et al. (2015). Os nanocompasitos
de MMT/Ur apresentaram 0s mesmos picos de perda de massa da ureia pura,
porém o primeiro pico apresentou deslocamento para menores temperaturas
devido a coesdo entre os materiais. A figura 4.5 (b) apresentou 0S mesmos
resultados da figura 4.5 (a) para ureia e MMT puros. O HG puro apresentou 3
etapas de perda de massa: 100 e 230 °C (eliminagéo de agua), de 300 a 430 °C
(oxidacéo dos grupos amida laterais do polimero e do agente de reticulacdo), e
por fim 430 a 560 °C (degradacéo das cadeias de poliacrilamida). O Pf puro
despolimeriza em temperaturas acima de 115 °C, a formaldeido, sendo
rapidamente volatilizado acima desta faixa (YAMAMOTO et al., 2015). (a) Nos
materiais com polimero, o MMT/Ur 1:4/Pf diferenciou-se dos demais
apresentando um deslocamento para maiores temperaturas de degradacdo no
primeiro e segundo pico. Este comportamento indica a polimerizacéo da ureia
neste composto. Observou-se ainda que ndo houve perda significativa de massa
na faixa de 115 °C, indicando que todo o paraformaldeido foi convertido
primariamente, estando portanto polimerizado na estrutura com ureia. O
MMT/Ur 1:4/HG teve deslocamento para maiores temperaturas, indicando que
houve interacéo entre ureia e hidrogel. O pico a 350 °C é um indicativo desta
interacdo, podendo ser atribuido a fragdes ureia mais fortemente ligadas ao

hidrogel.
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Para analisar a composicdo quimica das formulacdes, os materiais
foram estudados por analise elementar (CHN) como mostrado na Tabela 4.1. A
MMT ndo possui N em sua composicdo quimica, logo o teor de N esperado para
0S compositos sera proporcional a quantidade de ureia presente em cada
formulagdo. De acordo com o esperado todas as formulagGes apresentaram os
niveis corretos de N, evidenciando que ndo houve perdas de nitrogénio por
volatilizacdo durante o processo de extrusdo. A ureia também possui C em sua
composi¢do, um aumento na percentagem deste elemento foi observado sendo
proporcional a quantidade de ureia adicionada a cada formulacdo. Os valores
acima do esperado para esse elemento podem ser atribuidos a presenca de
matéria organica no argilomineiral. O percentual de H correspondeu a cada
parcela distinta de ureia nas formulagdes. Alguns valores um pouco acima do

esperado sdo atribuidos a presenca de moléculas de agua de hidratacéo.

Tabela 4.2: Analise elementar, percentagens dos elementos C, N e H para ureia
pura, MMT, HG e nanocompésitos MMT/Ur 1:1, MMT/Ur 1:2, MMT/Ur 1:4,
MMT/Ur 1:4/HG e MMT/Ur 1:4/Pf

Amostras N (%) C (%) H (%)

Ureia 4111+143 1876+0.66 5.73+0.30
MMT 0.01+0.01 0.33+0.01 1.42 +0.05
Hidrogel 9.38+0.44 26.16 £1.17 4.62+0.20
MMT/Ur 1:1 23.3+0.03 11.8 +0.83 3.68 + 0.05
MMT/Ur 1:2 26.72+0.78 12.64+0.38 3.98+0.01
MMT/Ur 1:4 34.8 £0.95 16.3+0.34 499 +0.02
MMT/Ur1:4/Pf 30.31+£0.01 18.88+0.59 4.67%0.04
MMT/Url:4/HG 32.83+£0.71 15.72+0.31 4.72+0.18
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O estudo de liberacdo de ureia em agua a partir dos materiais
estudados é mostrado na Figura 4.6. Este teste foi realizado com o intuito de
avaliar a solubilizacdo da ureia nos nanocompoésitos em meio aquoso quando
comparados com ureia pura. A ureia pura foi totalmente solubilizada em menos
de 5 horas. O processo de liberacdo nos compdsitos ocorre por difusdo em meio
aquoso, com temperatura e agitacdo constantes. Todos o0s compdsitos
apresentaram comportamento de liberacdo mais lento em relagdo ao material
puro. O MMT/Ur 1:1 atingiu 100 % da disponililizacdo da ureia em 24 he o
MMT/Ur 1:2 em 48 h. Mesmo ap6s 120 h, o MMT/Ur 1:4 ndo liberou toda a

ureia presente, atingindo aproximadamente 84 %.

O composito MMT/Ur 1:4/HG apresentou comportamento de
liberagdo mais lenta comparado aos materiais produzidos somente com MMT e
Ur, sendo que até 96 h de experimento liberou 80% da ureia presente. Porém,
em 120 h toda a ureia foi liberada. Acredita-se que a presenca de um polimero
hidrofilico (HG) atue competindo com a agua presente no meio, dificultando a
difuséo da ureia atraves do granulo. Ja o MMT/Ur 1:4/Pf foi o material que
obteve maior retencdo da ureia, sendo que em 96 h o material disponibilizou
cerca de 70% de ureia presente em sua estrutura. O retardo na liberacdo se deve

a estrutura polimérica formada, que necessita ser quebrada para solubilizacéo.
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FIGURA 4.6 Percentual de ureia liberada em fungéo do tempo para ureia pura e

nanocompositos em funcdo do tempo, em pH neutro e Temperatura de 25 °C.

A Figura 4.7 mostra as imagens dos materiais apos 120 h de
experimento. O Material MMT/Ur 1:4 teve os granulos desestruturados por
completo, 0 mesmo foi observado para as outras formulagdes contendo apenas
MMT/Ur e para o material MMT/Ur 1:4/Pf. J& o material MMT/Ur 1:4/HG
apresentou uma resisténcia a dissolucdo dos granulos, que esta atribuida a
presenca do hidrogel.

MMT/Ur 1:4 MMT/Ur 1:4/Pf

MMT/Ur 1:4/HG

FIGURA 4.7- Imagens dos granulos dos nanocompdsitos apds 120 h de
experimento de liberacao.



41

Os materiais foram submetidos ao teste de digestibilidade in vitro
da matéria seca. Este teste simula a digestdo ruminal do alimento, no caso a cana
de aclcar, uma vez que o0 meio contém as mesmas condicfes de digestdo do
organismo, tais como: flora de microrganismos, pH adequado, temperatura do
rumem e meio tamponado. A primeira etapa deste teste fornece a digestibilidade
microbiana obtida pelo processo fermentativo ao longo do tempo estudado. Os
resultados podem ser observados na Figura 4.8. Os resultados mostraram que
houve ganho percentual na digestibilidade quando adicionou-se 0s
nanocompositos a cana de acucar, isso pode ser afirmado com base no

percentual de digestdo da cana de acUcar pura.
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Figura 4.8- Digestibilidade microbiana, obtida do teste de digestibilidade in vitro
da matéria seca para cana pura e cana acrescida dos materiais nanocompasitos e

ureia pura.
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O valor de digestibilidade microbiana ndo é considerado o resultado
final da digestdo do alimento, pois podem haver residuos de restos de
microrganismos e parede celular, presos aos filtros, que levariam a um valor
incorreto Por isso, se faz necessario a segunda etapa que promove uma lavagem
em solucéo de detergente neutro a fim de remover esses residuos e proporcionar
a digestibilidade verdadeira, cujos resultados sdo mostrados na Tabela 4.2. A
digestdo maxima da cana em 96 h foi de 59,75%. Os materiais MMT/Ur 1:1,
MMT/Ur 1:2, MMT/Ur 1:4, MMT/Ur 1:4/HG e MMT/Ur 1:4/Pf apresentaram
ganhos na digestibilidade de 3,49; 2,2; 3,18; 3,61 e 2,9 %, respectivamente. A
ureia ndo apresentou ganho no valor de digestibilidade. A MMT pura apresentou
ganho de 1,98 % na digestibilidade maxima, o que pode estar correlacionado a
capacidade de troca de cations desse material, favorecendo uma estabilizacéo
nas concentragdes de NH,". Os resultados demonstram que os materiais
compositos de liberacdo lenta, sdo capazes de promover uma melhora na
digestibilidade da matéria seca da cana de aclcar quando comparados a digestdo

da cana de agucar pura.



TABELA 4.3: Resultados em percentagem da digestibilidade da cana de acucar

em funcdo do tempo do teste de digestibilidade in vitro da matéria seca.

Tempo(h) 12 24 36 48 72 96
Material

Canadeacucar | 405+ | 439 | 508+ 547+ | 58.8+ | 59.8 %
0.4 +0.5 1.8 |06 0.5 0.9

MMT 419+ | 443 | 509+ [548+ | 591+ | 61.7%
0.1 +0.3 06 |08 0.9 0.3

Ureia 411+ | 479 | 546+ | 57.0+ | 59.3+ | 60.4
0.3 +1.1 1.8 0.8 0.2 0.8

MMT/Ur 1:1 424+ | 477 | 540+ | 556+ | 59.9+ | 63.2%
1.2 +1.2 0.1 0.6 0.9 0.6

MMT/Ur 1:2 423+ | 468 | 529+ | 56.2+ | 59.3+ | 619+
0.4 +0.2 0.9 0.4 1.0 1.2

MMT/Ur 1:4 424+ | 477 | 539+ | 539+ | 612+ | 629+
0.5 +0.6 0.3 0.3 0.7 1.1

MMT/Url:4/HG | 426+ | 50.1 | 558+ | 58.0+ | 618+ | 634+
0.3 +0.9 1.6 1.2 0.5 0.9

MMT/Ur 1:4/Pf | 422+ | 46.2 | 532+ | 552+ | 593+ | 626
0.3 +1.1 0.6 0.5 0.2 0.8

Para melhor visualizacdo do efeito no ganho de digestibililidade, os
resultados de foram expressos em funcdo do aumento na digestibilidade quando
comparados a digestdo da cana pura. Os resultados sdo mostrados em ganho
diferentes

percentual de digestdio para cana suplementada para o0s

nanocompositos apds 96 h de digestdo (Figura 4.9).
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Ganho de digestibilidade(%)

MMT/Ur MMT/Ur MMT/Ur  MMT/Ur  MMT/Ur MMT Ureia
1:1 1:2 1:4 1:4/HG 1:4/Pf

FIGURA 4.9 Ganho de digestibilidade na digestdo da matéria seca da cana de

acucar para cana acrescida dos nanocompasitos, MMT e ureia pura.

Para verificar a confiabilidade dos resultados foi feito um estudo
estatistico do teste de digestibilidade. Alguns dos resultados estatisticos séo
mostrados na Figura 4.10a-b. A constante representa o patamar de inicio da
digestdo, os resultados mostrados na que mostra que a cana apresentou valor

inferior aos demais a ureia maior valor e os materiais foram similares entre si.

A Figura 4.10-b mostra que os valores de Beta encontrados nédo
apresentaram diferenca significativa para P > 0,05, indicando que a velocidade

de digestdo é similar entre os materiais. J& 0s valores e da constante apresentou
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P < 0,05 (Figura 4.10b), logo existe pelo menos uma diferenca entre os

materiais.
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FIGURA 4.10 Analise estatistica do teste de digestibilidade: (a) media da

constante (b) média do Beta.
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Uma vez que se verificou que de fato existiam diferencas
significativas entre os pares de média no valor de digestibilidade, buscou-se
compreender onde e como estas diferencas estavam contidas nos valores obtidos
no teste. Para isso escolheu-se o ultimo ponto (96h) da Tabela 4.2, pois este
representa a digestibilidade méaxima, e aplicou-se o teste de comparacfes

multiplas. Os resultados sdo mostrados na Figura 4.11.
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FIGURA 4.11- Analise estatistica da digestibilidade do ultimo ponto para cana
de acucar pura e quando suplementada com ureia pura, MMT pura e

nanocompositos.

Os resultados mostrados na Figura 4.11 mostram que todos o0s
nanocompositos e a MMT pura possuem valores de digestibilidade distintos da
cana de agucar, pois pertencem a um grupo diferente do material puro (indicado
pela letra c). O Material MMT/Ur 1:2 e a MMT apresentaram digestibilidades
semelhantes a ureia pura, ambos pertencendo ao grupo (b). Por fim o Unico

material que apresentou digestibilidade semelhante a cana pura foi a ureia,
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evidenciando que a suplementacdo nesse caso, ndo teve efeito sobre a

digestibilidade da cana de acucar.

A figura 4.12 apresenta os resultados de concentracdo de aménia (mg.L™)
durante o teste de digestibilidade. Todos os materiais apresentaram um aumento
nas concentra¢des de amonia até 1h30m. Neste tempo a concentracdo de amonia
era em média 50 mg.L™ NHj; para os materiais, com excecdo da cana pura. Apds
esse periodo, observou-se uma queda até 12 h de experimento. Esta queda pode
estar associada ao nivel minimo requerido de NH3; no liquido ruminal para a
méaxima sintese microbiana, consumindo o NH; disponivel para sintese proteica,
explicando a queda na concentracdo (HOOVER et al., 1986).Valores diferentes
também foram apontados em outros trabalhos. LENG & NOLAN (1984)
sugerem uma faixa de NH; de150-200 mg.L™" e SATTER & SLYTER (1974)
50-80 mg.L? de NH;. Outro fator que pode ser atribuido a queda de
concentracdo de NH; no liquido ruminal é a capacidade de troca de céations da
MMT, podendo atuar “capturando” parte do N presente no meio. A ureia
apresentou concentracdo maxima (NH3z) em 48h, ja os materiais MMT/Ur
1:4/Pf, MMT/Ur 1.4 e MMT/Ur 1-:2, tiverem concentracdes superiores em
maiores tempos. De acordo com o esperado, a cana e a MMT apresentaram
niveis inferiores de NH; quando comparadas aos nanocompdsitos e a ureia pura
uma vez que ndo houve fonte adicional de ureia. As concentragdes encontradas

para a cana e MMT sdo provenientes do liquido ruminal e da cana.
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FIGURA 4.12 Concentracdo de amoénia (mg/L) durante o teste de digestibilidade
para cana pura, e cana acrescida de ureia pura, MMT pura e nanocomp0sitos em

funcéo do tempo.

As fontes dietéticas de nitrogénio incluem acidos nucleicos,
aminoacidos, proteinas, peptideos, aminas, amidas, nitratos, nitritos, ureia e
amonia. Fontes endogenas incluem células descartadas e ureia que voltam a
entrar no rumen através do epitélio ou na saliva. Com a excecdo de algumas
proteinas e nitrogénio associado a ADF (adenosina difosfato), outras fontes de
nitrogénio sdo facilmente solUveis e susceptiveis a degradacdo no rumen
(HUNTINGTON & ARCHIBEQUE, 1999). A concentracdo de NH; até 36 h
para a cana de acucar e a MMT ¢é bem similar, apos este tempo os valores para a
MMT aumentam acredita-se que nesse ponto a argila comece a liberar o ion
NH," retido, ja a cana pura mantem-se constante. O material MMT/Ur 1:4/Pf,
como apresenta uma cinética de liberacdo mais lenta que os demais, podendo

liberar a ureia apds os maximos de sintese microbiana, gerando acumulo de NH;
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ndo utilizada na sintese proteica e passivel de volatilizacdo. De fato, observou-se
uma queda anormal de concentracdo no intervalo de 72-96 h, que pode estar
relacionado a este fendmeno. E importante destacar que mesmo apds 96 h os
niveis de NH3; no liquido ruminal foram bem inferiores ao valor considerado
toxico (1000 mg.L™") (OWENS & BERGEN, 1983). A literatura mostra que n&o
existe um valor Gnico. Outros autores admitem a toxicidade quando niveis
excedem 1760 mg.L™*NHj; no liquido ruminal. Alguns trabalhos reportam que o
nivel considerado toxico ira depender do pH e do tempo em que essa NH; sera
disponibilizada no rumem. (HELMER & BARTLEY, 1971)

A evolucdo do pH durante o teste de digestibilidade in vitro foi
acompanhada , uma vez que o valor de pH influéncia diretamente no processo
digestivo. Os resultados sdo mostrados na Figura 4.13. A queda inicial nos
valores de pH até 12 h, pode ser atribuida ao consumo de NH; para a formacao
de proteina e consequentemente liberacdo de acido lactico. Todos os materiais
tiveram maximos valores de pH cerca de 7,1, com excecdo da MMT, cujo valor
encontrado foi 6,96. O menor valor de pH pode estar associado a capacidade
adsortiva desse material. E importante ressaltar que os valores de pH se
mantiveram na faixa 6tima, uma vez que a atividade da urease € maior entre a
faixa de pH de 7 a 9 (PEARSON & SMITH, 1943). A atividade bacteriana ¢é
influenciada também pelo pH, como maxima atividade na faixa entre 5.5 e7
(DAVIS & STALLCUP, 1964).
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FIGURA 4.13 — Valor de pH durante o teste de digestibilidade para cana pura, e

cana acrescida de ureia pura, mmt pura e nanocompasitos em fungdo do tempo.

A Figura 4.14 mostra os resultados do teste de inibicdo da uréase. Os

resultados mostraram que houve diferenca nas concentracbes de NH;,

apresentando menores concentragcdes quanto maior a massa de MMT presente.

Acredita-se que o tempo de reacdo e a quantidade de enzima foram suficientes

para a completa conversdo de ureia em amonia uma vez que varios calculos

foram feitos obedecendo a atividade enzimatica da urease para que a conversao

total ocorresse. A ureia foi completamente convertida em NH; no controle, mas

ndo nos materiais com 20 e 50% de MMT, acredita-se que a MMT pode estar
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atuando inibindo de alguma maneira a urease ou diminuindo a concentracdo de

NH.," pela troca de cations interlamelares.
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FIGURA 4.14- Concentracdo de NH; (ppm) no ensaio de inibicdo de uréase,
controle (material sem adicdo de MMT), 20% MMT e 50% de MMT.
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5. CONCLUSAO

Em resumo, obteve-se diferentes materiais nanocompositos com
capacidade de retencdo e liberacdo lenta de ureia. Os testes de caracterizacédo
indicaram que o0 processo de extrusao e eficaz, fornecendo grande quantidade de
material, além disso mostrou que a MMT sofre exfoliacdo durante este processo,
atraves da entrada de ureia intercamadas, dificultando a solubilizacdo dos
granulos em meio aquoso. Ainda pode-se confirmar que ndo houve perdas de

ureia por volatilizacdo neste processo.

Os nanocompoésitos mostraram comportamento de liberacdo de
ureia mais lento com relacdo ao material puro, retendo o composto de interesse
por maiores tempos. O material que obteve maior retencdo da ureia foi o
MMT/Ur 1:4/Pf, o retardo na liberacéo se deve a estrutura polimérica formada,

que necessita ser quebrada para solubilizacao.

Diferentes estruturas nanocompésitos de MMT/ureia destinadas a
liberacdo lenta de nitrogénio exibiram efeito benéfico sobre a digestibilidade da
cana de agucar, que é considerada uma forragem de baixa qualidade e de dificil
digestdo. Todas as amostras apresentaram ganhos percentuais de digestibilidade
da cana em relacdo ao material puro. No entanto, 0 nanocompaosito com 2% de
hidrogel (m/m) demonstrou-se mais eficaz para fins de nutricdo animal devido a
adsorcdo de fons NH," durante o processo de sintese microbiana, que é benéfico,
principalmente por causa da reducdo de toxicidade de NH; e manutencéo, de
liberacdo lenta, de conteudo mais constante N no rumen. Apesar do aumento
constatado para a digestibilidade estar acordo com os testes de liberacdo de ureia
em meio aquoso, 0 ganho na digestibilidade foi menos expressivo para 0S
nanocompositos exibindo a cinética de liberacdo de ureia muito lenta. Os
resultados obtidos sugerem que uma taxa ideal de liberacdo é necessaria em
conjunto com um ambiente ideal para a sintese microbiana. Estes resultados

mostram que o design de nanoestruturas € uma poderosa ferramenta para
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incrementar a eficiéncia das forragens convencionais, tais como a ureia, e

possivelmente servir como uma base para futuros testes in vivo.
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