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RESUMO GERAL

CARVALHO NETO, J. P. Metionina Microparticulada em Matriz Lipidica de Cera de
Carnauba (Copernicia prunifera). 2018 (68p). Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) —
Universidade Federal do Piaui, Bom Jesus, 2018.

A metionina é um dos principais aminoacidos componente das proteinas dos seres Vivos
vertebrados. A partir dela, séo sintetizados mais dois aminoacidos, a cisteina, e a creatina, e as
trés exercem papel importante na formacéo da principal proteina que atende os requerimentos
dos animais ruminantes, a proteina microbiana. Nesse estudo, objetivou-se microencapsular
metionina em matriz lipidica de cera de carnalba, através do método de Melt emulsification,
protegendo o aminoacido da degradacdo ruminal, e tornando-o ele disponivel para o uso
diretamente no intestino, o que é denominado proteina bypass. Para isso, buscou-se avaliar e
caracterizar a eficiéncia da metionina microencapsulada, em duas formulagdes 2:1 e 4:1
(Proporgdo cera de carnalba:metionina). O método utilizado para proteger a metionina
apresentou resultado satisfatorio quanto ao seu rendimento, 82,3% e 78,5% para as formulacGes
2:1 e 4:1, respectivamente, sendo o primeiro com maior aproveitamento devido & quantidade
menor de cera na formulacdo. A eficiéncia de microencapsulacdo baseada na determinacédo da
carga obteve-se resultados satisfatorios, para os dois sistemas, evidenciado o potencial
promitente da metionina protegida pela cera, matéria-prima regional de facil aquisicdo. A
cinética de degradacdo in situ demostrou uma alta eficacia na protecdo da metionina, para 0s
dois sistemas estudados. No teste de degradacdo in situ, os sistemas microencapsulados 2:1 e
4:1 apresentaram no tempo 72 horas, teores remanescentes de metionina correspondentes a 83,2
e 88,7%, respectivamente, ressaltando a capacidade da cera de carnalba de proteger a metionina
frente ao ambiente ruminal. O perfil de liberacdo de nitrogénio no tempo 72 horas, mostrou
uma protecdo do nucleo de 91,0% na formulacdo 2:1 e 95,8% para a 4:1. Na microscopia
eletrbnica de varredura ndo se observou atagues por microrganismos ruminais e as micrografias
apos teste in situ ndo apresentaram sinais de erosdes sofridas pelos microrganismos ruminais,
mantendo assim sua integridade, reforcado a justificativa de que a cera é um produto que
protege eficientemente a metionina da acdo bacteriana. Portanto, a cera de carnaliba é um
microencapsulante promissor e com alta capacidade de protecdo de aminodcidos da acdo de
microrganismos ruminais, sendo a formulagéo 4:1 mais favoravel a disponibilidade de proteina

bypass.

Palavras-chave: degradabilidade ruminal, emulsificacdo, proteina bypass
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ABSTRACT

CARVALHO NETO, J. P. Microparticulate Methionine in Carnauba Wax Lipid Matrix
(Copernicia prunifera). 2018 (70p). Dissertation (Master in Animal Science) - Federal
University of Piaui, Bom Jesus, 2018.

Methionine is one of the major amino acid component of vertebrate living proteins. From it,
two more amino acids, cysteine, and creatine, are synthesized, and all three play an important
role in the formation of the major protein that meets the requirements of ruminant animals, the
microbial protein. In this study, microencapsular methionine was used in the lipid matrix of
carnauba wax, using the Melt emulsification method, protecting the amino acid from ruminal
degradation, and made it available for use directly in the intestine, which is called the bypass
protein. For this, the efficiency of microencapsulated methionine was evaluated in two
formulations 2: 1 and 4: 1 (Carnauba wax: methionine ratio). The method used to protect
methionine presented satisfactory results, 82.3% and 78.5% for the formulations 2: 1 and 4: 1,
respectively, the first one being the most favored due to the smaller amount of wax in the
formulation. The efficiency of microencapsulation based on the determination of the load
obtained satisfactory results for the two systems, evidencing the promising potential of the
methionine protected by the wax, regional raw material of easy acquisition. The Kkinetics of in
situ degradation demonstrated a high efficacy in methionine protection for the two systems
studied. In the in situ degradation test, the 2: 1 and 4: 1 microencapsulated systems showed in
the 72 hours, remaining methionine contents corresponding to 83.2 and 88.7%, respectively,
emphasizing the ability of the carnauba wax to protect the methionine compared to the ruminal
environment. The nitrogen release profile at 72 hours showed a core protection of 91.0% in the
2: 1 formulation and 95.8% for the 4: 1 formulation. Scanning electron microscopy showed no
attack by ruminal microorganisms and the micrographs after in situ testing showed no signs of
erosion by ruminal microorganisms, thus maintaining its integrity, reinforcing the justification
that wax is a product that efficiently protects methionine from bacterial action. Therefore,
carnauba wax is a promising microencapsulant with a high capacity of protection of amino acids
from the action of ruminal microorganisms, the 4: 1 formulation being more favorable to the

availability of bypass protein

Keywords: ruminal degradability, emulsification, bypass protein
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INTRODUCAO GERAL

Os aminoacidos constituem elementos essenciais na nutricdo dos animais domésticos
ruminantes, destinados a producéo, sendo grande maioria desses elementos essenciais na dieta
animal, desta forma a deficiéncia dos aminoacidos pode trazer consigo reducéo do desempenho
produtivo e reprodutivos dos animais, causando grandes perdas econdmicas, porém o seu
excesso pode levar ao desequilibrio nutricional.

A proteina é composta de 20 aminoacidos principais, sendo que normalmente dez séo
considerados como essenciais ou indispensaveis, necessitando, fazer parte na dieta. Os
ruminantes precisam em sua dieta de amino&cidos para as atividades de sintese de proteina em
diversos tecidos para a producdo de leite e carne. Também podem ser necessarios para
maximizar a eficacia do crescimento microbiano no ramen.

A quantidade e qualidade dos aminoacidos que chegam ao intestino delgado dos
ruminantes procedem daqueles oriundos da fragdo proteica alimentar ndo degradada no rimen
e parecem ter perfil variavel. Por outro lado, os aminoacidos ndo essenciais sdo sintetizados
pelos tecidos em quantidades que atendem a exigéncia do metabolismo a partir de fontes de
carbono e grupos de outros aminoacidos ou de compostos mais simples, eles ndo necessitam
constar na dieta. Porém cabe ressaltar que todos os aminoécidos sdo indispensaveis para o
organismo tantos os essenciais como 0s ndo essenciais.

Entre estes aminoacidos, os principais sao os sulfurados (metionina, cistina e cisteina),
sendo o primeiro precursor dos demais. No entanto, a proteina microbiana sintetizada pelos
microrganismos ruminais atende em torno de 75% apenas da exigéncia proteica dos ruminantes,
0 que em regra ndo supre a quantidade total de aminoécidos para atender o requerimento de
vacas leiteiras de alta producdo, no geral é preciso de 2,4% de metionina na proteina
metabolizavel (NRC, 2011). Dessa forma, ha a necessidade que parte desta proteina escape da
degradacdo ruminal e chegue até o intestino delgado (duodeno) fornecendo assim a proteina
ndo degradada no ramen, também conhecida como proteina bypass.

De acordo a NRC (2001), a metionina € um aminoécido essencial, ou seja, o principal
aminoacido limitante na produgdo animal. Diante disso a metionina foi o primeiro aminoacido
a ser protegido na dieta dos ruminantes, uma vez que foi observado que a quantidade de
metionina na dieta difere da quantidade que chegava ao intestino delgado para absor¢do (SUN
et al, 2007).

As primeiras tentativas de proteger metionina foi usando os lipideos, minerais e 0s

carboidratos, inicialmente no Canada na década de 1960, testaram a primeira metionina
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protegida através de um composto a base de triestearina, a Noruega também foi pioneira
protegendo o aminodcido com cerca de 30% de metionina disponivel, a partir de entdo foram
testados varios produtos na busca de proteger e conduzi-la até o intestino delgado (SCHWAB
et al. 2001).

Portanto, sabe-se que a metionina no ramen sofre o processo de desaminacdo sendo
utilizada pelos microrganismos ruminais, tornando a quantidade inserida na dieta, bem diferente
da que chega ao intestino delgado, sendo uma desvantagem a utilizacdo desse aminoacido junto
a dieta, de forma livre (Santos, 2006).

Dessa forma, a cera de carnalba torna-se um produto que pode exercer um papel
protetor destes aminoacidos livrando-o da degradacdo no rimen, por apresentar caracteristica
hidrofobica, além de ser um produto natural de baixa ou nenhuma degradabilidade, devido a
sua composicdo quimica em &cidos graxos, além de ser de facil aquisicdo. E um produto natural
da regido Nordeste do Brasil, mais especificamente nos estados do Piaui, Rio Grande do Norte
e Ceard, é extraido das folhas das carnaubeiras (Copernicia prunifera).

Mediante o0 exposto, objetivou-se elaborar duas formulagbes de metionina
microencapsulada em matriz lipidica de cera de carnalba, avaliar o rendimento e eficiéncia da
microencapsulacdo, a caracterizacdo por técnicas de microscopia eletrbnica de varredura,
calorimetria exploratdria diferencial, termogravimetria, além da avaliacdo do perfil de
degradabilidade do material microencapsulado mediante o teste in situ em ovinos. Diante da
conjectura buscou-se proteger a metionina através do processo de microencapsulacdo com

matriz lipidica de cera de carnalba, pelo método de fusdo-emulsificacdo (Melt emulsification).
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1. Exigéncia de amino&cidos para 0s ruminantes

Os ruminantes possuem uma exigéncia metabdlica por proteina bruta ou nitrogénio ndo
proteico, sendo a cadeia de aminoacidos que compde a proteina fundamental no processo, uma
vez que as células do tecido animal precisam dos aminoacidos para desenvolver seu
metabolismo, diante disso devem estar disponiveis em quantidade suficiente para os tecidos em
quantidades e propor¢des adequadas para sua eficiéncia produtiva (Santos, 2006).

Os estudos sobre a exigéncia de aminoacidos na producéo de leite ainda sdo limitados,
entretanto quantidade insuficiente de aminoacidos essenciais disponivel no duodeno limita a
producdo de leite, alem disso limita a quantidade de proteina no leite, portanto o maior beneficio
de melhorar a quantidade de amino&cidos disponivel no duodeno é aumentar a sintese de
proteina no leite (Socha et al., 2008).

Sabe-se que a metionina € um aminoacido que sempre esta incluso nos grupos dos
principais aminoacidos limitantes, seguido por lisina, histidina e fenilalanina (Kamalak et al.,
2005). No entanto na nutri¢do é necessario que sejam quantificados 0os aminoacidos essenciais
gue chegam ao duodeno. A proteina metabolizavel juntamente com o fluxo de aminoacidos
essenciais que chega ao duodeno sdo calculado a partir do conhecimento da composic¢éo dos
aminoacidos essenciais, advindos da proteina duodenal, do total do fluxo de cada aminoécido
essencial presente nas fracfes das proteinas metabolizaveis, do coeficiente da digestibilidade
levando em consideracdo a proteina microbiana, isso para a fracdo ndo degradada e para
proteina enddgena e por fim, do fluxo de proteina metabolizavel (NRC, 2001).

De acordo com Clark (1975), em vacas de alta producéo, a proteina da dieta que escapa
dos microrganismos ruminais contribui de 30 a 50% da proteina total que chega ao intestino
delgado e se torna disponivel. Porém, a quantidade de aminoacidos que escapam do rimen nédo
atende as exigéncias as quais 0s animais de alta producdo necessitam, sendo, portanto,
interessante buscar técnicas de transportar aminoacidos essenciais até o intestino delgado para
serem absorvidos e utilizados pelo animal.

A metionina e a lisina sdo os aminoéacidos essenciais na producao de leite, além da
manutencdo dos microrganismos ruminais, diante disso a NRC (2011) afirma que a
suplementacdo com metionina pos-ruminal é uma saida para melhores indices de producédo de
leite, contudo estudos mostram que animais que recebem dieta pds-ruminal com metionina e
lisina tém maior teor de proteina no leite.

A metionina é considerada o primeiro aminodacido limitante quando a dieta é a base de

soja, e a lisina o primeiro quando a alimentac&o é a base de milho. (King et al., 1991; Polan et

18



al., 1991). Portanto no Brasil o milho e soja constituem os principais ingredientes presentes na
alimentacdo dos ruminantes, desta forma a metionina e a lisina tornam-se os aminoacidos mais
limitantes na producéo animal.

O sistema digestdrio dos ruminantes € constituido por quatro cavidades géastricas que sdo
denominadas ramen, reticulo, omaso e abomaso. Onde apenas esse Ultimo é considerado 0
estomago verdadeiro. Eles possuem uma diversidade enorme de microrganismo, 0s quais sao
responsaveis por realizar a fermentacao do alimento. Vendo isso, varios tipos de bactérias séo
ativas na degradacéo da celulose, hemicelulose, lignina, amido, proteina e pouca quantidade de
6leo (Acosta, 2012).

Essas bactérias sdo classificadas mediante a utilizacdo de substratos ou caracteristicas
fermentativas comuns (Church,1993). Os alimentos fermentados dentro da cavidade véo
reintegrando um alto valor nutricional de 20 e 60 g dos aminoacidos, lisina e metionina,
respectivamente, buscando atingir os niveis de 6,92% de lisina e 2,34% metionina na proteina
metabolizavel, sugerido pelo Cornell Net Carbohydrate and Protein System (CNCPS).

Os ruminantes, ao ingerir os aminoacidos os utilizam para a sintese de proteina
microbiana e para a manutencdo dos microrganismos ruminais (Santos, 2006). A amdnia é
sintetizada no rimen a partir do processo de deaminacdo no qual é utilizada como fonte de
nitrogénio primario para o crescimento bacteriano e pode ser utilizada para a sintese de
amino&cidos (Chalupa, 1974). A aménia ndo utilizada ¢é difundida para fora da célula e é
absorvida através da parede ruminal para ser convertida em ureia pelo figado (Leonardi, 2001).

Os microrganismos tém grande capacidade em degradar proteinas (atividade proteolitica),
porém uma quantidade de proteina pode escapar da acdo deles e chegar até o abomaso. Diante
disso quantificar a proteina na dieta da degradacdo ruminal é um processo trabalhoso, isso
devido a dificuldade de distinguir entre a proteina microbiana do rumen, abomaso ou da
digestdo intestinal, sendo assim, a quantidade de proteina e aminoacidos que escapam da
degradacdo ruminal variam grandemente entre diferentes alimentos, dependendo da sua
solubilidade e da sua taxa de passagem para o intestino delgado (Kamalak et al., 2005).

Pouca quantidade de aminoacidos livres no rimen é uma hipdtese da rapida degradacao
do composto, os peptideos e aminoécidos advindos da degradagdo ruminal da proteina e ndo
incorporados nas células microbianas podem seguir para o duodeno e serem absorvidos pelos
ruminantes, as proteinas incorporadas as células microbianas originam a proteina microbiana

que supre parte da exigéncia proteica do ruminante (Santos, 2006).
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2. Uso de aminoécidos protegidos (proteina Bypass) na nutrigdo animal

Nos animais monogastricos a deficiéncia de qualquer aminoacido, pode ser corrigida
pela simples adicdo individual do limitante, e rapidamente sera corrigido, entretanto nos
ruminantes ¢ bem mais complexo quando € necessario balancear a racdo para suprir 0s
nutrientes faltosos, isso porque a capacidade dos mesmos em degradar as forragens baseado na
presenca de microrganismo no ramen-reticulo (Lapierre et al., 2006).

Ainda segundo Lapierre et al., (2006) quando os aminoacidos sdo disponibilizados na
dieta os mesmos sdo degradados e utilizados pelos microrganismos, ou seja, a metionina e a
lisina sdo rapidamente degradadas no rimen, o que inviabiliza a simples adi¢do deles na dieta
ndo significando que estardo disponiveis no duodeno.

De acordo Leonardi (2001), 60% dos aminoacidos sdo absorvidos na porcao do jejuno,
e 0s outro 40% no ileo, no entanto para que eles consigam chegar ao duodeno é preciso serem
infundidos diretamente nesta regido ou serem protegidos da degradacéo ruminal.

Contudo, é preciso métodos que protejam o0s aminoacidos da acdo das bactérias,
tornando assim, maior aproveitamento dos aminoacidos pelo tecido animal, a eficacia do uso
da metionina e da lisina dependera da quantidade desses que chegardo ao duodeno (Socha et al,
2005; Lapierre et al., 2006).

O objetivo de proteger o aminoacido (proteina bypass) é aumentar o fornecimento deste
para a absorcdo e consequentemente aumentar a producao animal, além de reduzir a perda de
nitrogénio na urina. Alguns procedimentos sdo usados para proteger os aminoacidos como:
tratamento com calor, tratamento/modificacdo quimica, inibicdo da atividade proteolitica e
identificacdo de proteinas naturalmente protegidas, as gorduras e ceras naturais Sdo 0S
principais compostos utilizados para proteger os aminoacidos, uma vez que, sdo praticamente
inertes ao ataque dos microrganismos (Kamalak et al., 2005)

A metionina é o principal aminoacido protegido da degradacdo ruminal, por métodos
mecanicos e quimicos na década de 90 as principais formas de protecdo para evitar a
fermentacdo era através de manipulacdo de aminoacidos analogos e protecdo com materiais
resistentes (Chalupa et al., 1996). A partir do século XXI, comecgou-se a estudar o
encapsulamento com compostos poliméricos resistentes a degradacao ruminal (Alves, 2004).

Em pesquisa, Leonardi (2001) constatou que a adi¢éo de lisina e metionina resultou em
aumento de producdo e percentual de proteina do leite isso quando comparado ao grupo
controle. Metionina e lisina aumentaram 0,08 unidades percentuais e 40 g/dia de proteina do

leite, comparado ao grupo controle. Ainda segundo Socha et al., (2005) também forneceram
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lisina e metionina protegidas em dietas com percentual de proteina bruta variavel (16 e 18,5%).
Observaram nos resultados que o percentual de proteina bruta e o fornecimento de aminoacidos
protegidos apresentaram respostas variadas de acordo com o estadio da lactacdo, sendo que
aumentou o teor de proteina no leite, explicado que esse aumento ocorreu devido a maior
disponibilidade de metionina na glandula mamaria para sintese proteica.

De acordo Lee et al., (2012), é um desafio identificar a quantidade exata de aminoacidos
protegidos na dieta, isso porque existem fatores que afetam as necessidades da proteina bypass
como por exemplo a proteina microbiana, a digestibilidade da proteina bypass e as
concentragdes de metionina.

Desta forma, Cabrita et.al (2011), observaram que vacas alimentadas com dietas com
maior teor de proteina bypass, produziram mais leite e com mais nutrientes, em comparagao
com vacas alimentadas com teores mais baixos de proteina protegida. Segundo Broderick
(2015), a proteina bypass, em substituicdo a silagem de milho e silagem de luzerna e milho,
aumentou a producdo de leite e da proteina do leite, comprovando a eficacia da proteina
protegida no rimen.

Paz et al (2013), observou um aumento na producdo de leite e da proteina do leite em
vacas alimentadas a base de silagem de milho, silagem de luzerna, feno, semente de algod&o e
soja, no qual a soja foi substituida parcialmente por proteina bypass, ou seja, mesmo em uma
dieta com alto valor nutricional a proteina protegida aumenta a producéo de leite.

3. Utilizagdo da metionina na produgéo animal

A metionina juntamente com a lisina sdo considerados os principais aminoacidos
limitantes para a producdo e a sintese de proteina do leite de vacas de alta producdo (NRC,
2001). A metionina é um aminoacido codificado, sendo, portanto, um dos componentes das
proteinas dos seres vivos, com exce¢do das bactérias procariontes. Ele é precursor de outro
amino&cido, a cisteina, e da creatina. Por ser essencial, a metionina ndo é sintetizada no
organismo do animal ou ndo o sdo em quantidade suficiente, por isso recebem a denominacao
de aminoéacidos essenciais (Santos, 2006).

Ainda de acordo Santos (2006) eles precisam ser ingeridos, por isso é tdo importante
supri-los na dieta. O ruminante tem uma exigéncia real que é por aminoacidos (AAS) e nao
proteina simplesmente. Além da determinacdo das exigéncias de AAs, torna-se imprescindivel
também o conhecimento da degradabilidade ruminal e da digestibilidade da proteina bruta no

intestino delgado, além do conhecimento da eficiéncia de sintese microbiana.
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A metionina é aminodcido bastante utilizado, ja& que ela apresenta ampla funcéo
metabdlica no organismo dos animais. Esse fato, quando associado a sua importancia
zootécnica possui um alto grau de importancia, ja que a deficiéncia dela é conhecida por causar
prejuizos renais e hepaticos. Sdo também importantes no metabolismo da gordura do figado
evitando a sindrome do figado gorduroso (Frota, 2014).

Além de regular os niveis plasmaticos da homocisteina, uma vez que este aminoacido
sulfurado, quando em alta concentracdo, tem relacdo direta com a doenca cardiovascular tais
como infarto agudo do miocéardio, a trombose e aterosclerose. Também tem uma atuacdo na
eliminagdo das impurezas, o promovendo criacéo de tecidos mais saudaveis. Este aminoéacido
que também contém enxofre, serve como fonte até mesmo para a cisteina tanto em animais
como seres humanos (Schwab, 2010).

Considerando as exigéncias dos animais em relacdo a presenca de aminoacidos em seus
alimentos, verifica-se que o conceito de essencialidade apresenta uma certa elasticidade, ja que
é sempre necessario incluir nas ragdes tanto os aminoacidos essenciais quanto 0s ndo essenciais.
O uso da metionina nas racGes vem para suplementar o que o animal necessita para se manter
e para conseguir produzir os seus produtos, além de inimeros beneficios que ocorrem no animal
(Lana, 2005).

Na prética da alimentacdo, observa-se, que as misturas de alimentos apresentam valor
biolégico mais alto que os alimentos isoladamente, ja que existe uma combinacdo que pode
resultar em proteinas completas de alto valor biolégico. Outro aspecto, é que 0s microrganismos
sdo fonte de proteina natural para os ruminantes (Pacheco et al., 2012).

O alimento ingerido pelo animal proporciona um aporte constante de substratos que é
retido por tempo e volume necessario para que 0s componentes da dieta sejam degradados e
fermentados. A diferenca no tempo de abandono do rimen da fase liquida e das particulas
possibilita uma fermentacdo eficaz, levando em consideracdo que existe uma combinacéo
infinita de aminoacidos, portanto se faz importante um maior aproveitamento, para que nenhum
aminoacido seja perdido (Whitehouse, 2013).

Alteracdes prdsperas s6 sao possiveis com a compreensao que existem diferentes formas
nos sistemas de alimentacdo, onde o uso de metionina além de melhorias realizadas na
fermentacdo ruminal podem ser demonstradas com principios bem-estabelecidos da ecologia
microbiana (ocupacéo de nicho, presséo seletiva, adaptacédo e interagdes) envolve aumentar a

producdo de leite aumenta também a qualidade do leite. O ideal é suplementar a metionina para
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que supra as necessidades do animal, onde associa-se 0 Uso para exercer 0 minimo de suas
funcdes e que venha a produzir os seus produtos como leite e carne (Frota, 2014).

Ainda segundo Frota et al. (2014) aplicagcdes destes principios € sempre buscando
propostas de modificacbes que diminuam os custos. HA um crescente interesse, pois, €
economicamente viavel, ja que se tem um retorno bem satisfatorio.

Bovinos de corte e de leite geneticamente selecionados para altas producbes sé&o
alimentados com dietas de alta energia em sistemas de produc@es intensivos. Este tipo de
alimentacdo pode induzir deficiéncias organicas no rimen que tém que ser corrigidas para
melhoria da relacdo custo-beneficio. A principal caracteristica da utilizacdo da metionina na
producdo de carne foi a melhoria da qualidade da carne, afirma o trabalho (Broderick et., al
2008).

A partir do século XX, principalmente em funcdo da mudanca de habitos alimentares e
do estilo de vida da populacdo a incidéncia de doencas cardiovasculares passou a assumir maior
importancia, por ter um grande nimero de 6bitos decorrentes disso. Este fato esta atribuido ao
elevado consumo de gorduras, em especial de origem animal, por aumentarem 0s niveis de
colesterol sanguineo. O uso da metionina tem bastante importancia na saude humana olhando
por esse lado da producéo de carne, pois possibilita uma carne de maior qualidade na mesa dos
consumidores, pois se altera a forma que os acidos graxos fornecidos aos animais e o tipo da
gordura, sdo depositados nos tecidos ou no leite (Alves, 2004).

4. Microencapsulacdo e materiais encapsulantes

A encapsulacdo na producédo de alimentos é definida como um processo pelo qual um
ou mais ingredientes (constituinte do ndcleo) sdo recobertos por uma capsula comestivel, inerte
a satde (Azaredo, 2005).

Segundo Favaro-Trindade et al., (2008), a microencapsulacdo consiste em envolver
materiais solidos, liquidos e gasosos em capsulas pequenas, pelo qual sera liberada de forma
controlada, sob as condi¢Oes desejadas, protegendo de alguma acgéo sofrida antes do seu destino.
E uma tecnologia promissora, sendo empregada com sucesso na industria alimenticia,
farmacéutica e cosmética.

O composto encapsulado é definido como nucleo ou recheio, e 0 material que forma a
capa protetora é conhecida como parede ou cobertura. Além disso a capsula € classificada de
acordo com o tamanho da particula, sendo macro- (5000pum), micro- (0,2-000 pm) e
nanocapsulas (<0,2 um) (Azaredo, 2005).
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O objetivo de encapsular os compostos sdo: reduzir as interagfes do ndcleo (material
encapsulado) com fatores ambientais, fisicos, quimicos e bioldgicos. Com isso retardando as
alteracdes que poderdo sofrer, como perda da cor, aroma e principalmente o valor nutricional,
além de diminuir a saida do ndcleo para o ambiente externo, evitar reacfes indesejadas,
mascarar 0s sabores, obter melhor solubilizacdo do ndcleo, outros objetivos importantes da
microencapsulacédo € a liberagdo controlada e a protecdo de aminoécidos da acdo bioldgica de
microrganismo (Risch, 1995).

Existem varios tipos de microencapsulacdo, no entanto a escolha do método para uma
determinada aplicacdo dependera de uma série de fatores, que devem ser avaliados antes do
processo, como: propriedades fisicas e quimicas tanto do nucleo quanto da parede, tamanho da
particula requerido, aplicacdo do produto final, forma de liberacdo desejada, além da escala de
producdo e os custos (Ré, 1998).

Segundo Madene et al. (2006), tem-se varios métodos para microencapsular dentre eles
pode-se destacar os seguintes. Fisicos: extrusdo centrifuga, liofilizacdo, extrusao estacionaria,
spray-chilling e spray-cooling, leito fluidizado, co-cristaliza¢do, atomizacdo, bocal submerso,
pan coating, suspensdo por ar, disco rotativo, e bocal vibrante. Quimico: polimerizacéo,
inducdo molecular e polimerizacdo interfacial e os Fisico/quimicos: coacervagdo complexa,
coacervacao simples evaporacdo do solvente lipossomas, lipoesferas (nanoparticulas) e Fuséo-
Emulsificacdo (Melt emulsification).

O método de Fusdo-Emulsificacdo consiste na fusdo prévia de lipidios, sendo
incorporado o principio ativo (ndcleo), por meio de dissolucao ou por dispersdo. Em busca de
estabilizar a emulsdo pode-se adicionar fosfatidilcolina ao lipidio fundido, logo apds essa fase
a emulsédo entra em fase aquosa, na qual tem-se um tensoativo do tipo O/A como, por exemplo,
um polissorbato, (Yoo, 2010) ou um polaxamer (Kheradmandnia, 2010).

Apds essas fases, a emulsdo é mantida em temperatura ambiente, para que ocorra a
solidificacdo do composto, além da obtencdo da dispersdo aquosa do microencapsulado
(Siddiqui, 2010).

Segundo Hu (2010); Yang (2009), o método de emulsificacdo do lipidio fundido com a
fase aquosa faz-se uso de agitacdo mecénica ou de ultrassons, além disso pode-se ainda
proceder-se, adicionalmente, a uma operacdo complementar de homogeneizacéo a alta pressao
(HAP). No entanto estes procedimentos provocam a ruptura das goticulas lipidicas de maiores

dimensGes, originando goticulas pequenas, dispersas no meio da fase aquosa (Attama, 2009).
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O processo se inicia com a fusé@o da cera e incorporagdo do agente a ser encapsulado,
seguida da fase de resfriamento para entdo formar o microencapsulado (Shegokar, 2011). Cabe
destacar o0 uso do tensoativo, isso porque sua concentracdo sdo fatores que influenciam
diretamente as caracteristicas do microencapsulado, designadamente as suas dimensdes, a
retencdo do principio ativo e a eficiéncia de encapsula¢éo (Bunjes, 2003). Os mais usados no
processo de microencapsulacdo a quente sdo os fosfolipideos (como a fosfatidilcolina) e um
estabilizante estereoquimico (por exemplo, um polaxamer) na fase aquosa externa, além do
Tween 80, usado para a emulsdo de cera naturais (Yassin, 2010).

A temperatura é importante, pois os lipidios e as ceras naturais tém pontos de fuséo
diferentes, e quando elevadas conduzem a uma diminuicao do tamanho das particulas, uma vez
gue promovem uma diminui¢do da viscosidade da fase interna, originando também uma
distribuicdo mais homogénea de tamanhos, portanto para iniciar a recristalizacdo do lipidio ou
ceras, é necessario resfriar a uma temperatura que depende da natureza do encapsulante (Varia,
2008).

Estudos mostram diferentes tipos de agente usados para microencapsular, porém a
escolha do agente para proteger o composto deve levar em consideracdo varios fatores, dentre
eles os mais importantes sdo as propriedades fisicas e quimicas do ndcleo, (solubilidade e
porosidade), a parede (propriedades mecénicas, viscosidade, capacidade de formar os filmes),
a compatibilidade do ndcleo com o agente encapsulante, mecanismo de controle, resisténcia e
fator econdmico (Brazel, 1999).

Em geral os carboidratos sdo os agentes mais utilizados como encapsulante, isso porque
eles tém a capacidade de se ligar aos compostos além disso a diversidade e o baixo custo
(Gouins, 2004).

O encapsulante dever conter ainda baixa hidroscopicidade, baixa viscosidade a altas
concentracdes de solidos (menor que 0,5 Pa. em concentracdes superiores a 45%), facil
reconstituicio boas propriedades de formacao de filme, sabor e odor suaves e baixo custo. E
importante ressaltar que dificilmente um composto apresenta todas essas caracteristicas
(Shahidi, 1993).

Segundo Jackson e Lee (1991), sdo varios os compostos que podem ser usados como
protecdo (microencapsulante), sendo eles: goma arabica, agar, alginato e carragena; 0S
carboidratos amido, amidos modificados, dextrinas e sacarose, as celuloses

carboximetilcelulose, acetilcelulose, nitrocelulose, os lipidios parafina, mono e diacilglicerdis,
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6leos e gorduras, 0s materiais inorganicos sulfato de célcio e silicatos, as proteinas do glaten,
caseina, gelatina, albumina e as ceras naturais.

Enfim, a escolha do agente encapsulante mais adequado influencia as propriedades
fisicas e quimicas das microparticulas obtidas. Portanto, 0 material encapsulante deve ter a
capacidade de formar uma pelicula coesa com o material do nucleo. Esta capacidade exige
compatibilidade quimica e fisica, proporcionando as propriedades desejadas, tais como
flexibilidade, resisténcia, impermeabilidade e estabilidade na preparacdo (Venkatesan;
Manavalan; Valliappan, 2009).

As ceras naturais constituem os compostos inovadores e promissores como agentes
encapsulantes, apresentam varias carateristicas de um agente para encapsular, aléem de ser de
facil manuseio e baixo custo. Dentre elas a cera de carnauba é um composto limpo de pureza
alimentar e reconhecida como aditivo seguro para o0 uso na microencapsulacao, ja liberado em
varios paises do mundo (Milanovic et al., 2010).

O principal objetivo da microencapsulacdo é proteger o ndcleo de possiveis agressées
fisicas, quimicas ou bioldgicas, até que sua liberacdo seja desejada. Em todo o processo a etapa
mais importante é a liberacdo no local e momento pretendido pelo estudo, ou seja, alcan¢ando
assim o objetivo da microencapsulacéo (Gouin, 2004).

Além disso cada processo de encapsulacdo tem sua forma de liberagdo do nucleo, ou
seja, composto com sabor e nutrientes geralmente séo liberados no momento do consumo,
outros logo apds o consumo (Gibbs, 1999).

No entanto segundo Gander, (1996), os principais fatores que afetam a liberacdo do
nlcleo, sdo exatamente a interacdo entre o material encapsulante e o ndcleo. Porém além desta,
outras variaveis também afetam esta disponibilidade como: tamanho das particulas, grau de
viscosidade do polimero encapsulante, volatilidade do ndcleo, proporcdo entre nudcleo e
encapsulante.

Em suma, o tipo de geometria das particulas do nucleo e, principalmente, do material
encapsulante determinam o mecanismo de liberagdo. A maioria dos compostos usados como
encapsulantes sdo carboidratos, tipicamente hidrofilicos e amorfos, capazes de formar uma
estrutura vitrea por meio da remocdo de agua (Karen, 1998).

Em relagdo as ceras naturais, ou seja, 0s processos que utilizam encapsulantes
hidrofilicos resultam geralmente em liberagdo mais rapida do nucleo, enquanto o uso de
gorduras ou ceras como encapsulantes tende a retardar a liberagdo (Whorton, 1995).

5. Acerade carnalba
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A cera de carnauba é um produto obtido a partir das folhas das palmeiras (Copernicia
prunifera), que € uma planta nativa do Brasil, na qual é encontrada apenas nos estados do Cear3,
Piaui e Rio Grande do Norte. O produto é extraido em forma de escamas duras e de cores
diversas, de amarronzada a amarelo. O processo para obter o produto é em geral de maneira
artesanal, obtido a partir das folhas das carnaubeiras, por meio de processo de bater as folhas
até que as mesmas liberem a cera, em seguida ocorre o processo de refinamento da cera.
(Carvalho, 2008).

A instrucdo normativa n° 35, de 30 de novembro de 2004, aprovou o regulamento
técnico de identidade e de qualidade para a classificacdo da cera de carnaiba, além de definir a
mesma como: a cera de carnalba é um produto obtido a partir do p6 cerifero que reveste as
células epidérmicas da folha da palmeira Carnauba.

O produto extraido das folhas das carnaubeiras possui estrutura quimica complexa,
sendo que os principais componentes da cera sdo éster de melissil ceronato em torno de 38-
40%, em seguida o diésteres- p-idroxicinamico alifatico de 20 a 23%, ésteres Z-hidroxi-alifatico
(12-14%); alcoois mono-hidricos (10-12%); diésteres p metoxicinamato alifatico (5-7%) e
demais combinacdes de hidrocarbonetos (5-7%). Em suma tem-se um teor muito alto de ésteres,
no qual sdo os principais componentes das estruturas da cera, chegando a 85%, (Vandenburg e
Wilder, 1970).

Junior e Marques (2009) mostraram que a composi¢do da cera advém de uma estrutura
triacontanol, ou seja, em sua forma natural sdo os ésteres e seu processo de hidrélise é em forma
de alcool. De maneira geral, mostrou-se que a cera apresenta 85% de ésteres de acidos graxos,
0 restante composto por acidos graxos e alcoois livres, além de resinas e hidrocarbonetos
totalizando assim seus componentes quimicos.

A Copernicia prunifera (carnauba), possui aproveitamento total, os frutos sdo usados
na alimentacdo humana, sendo um importante alimento de muitas familias carentes da regido
nordeste, o tronco e as folhas é usada na construcao civil e artesanatos, suas raizes usadas como
principios medicinais. Na construcdo civil usado principalmente em currais e coberturas de
casas, (caibros, linhas e ripas), pois apresenta alta durabilidade e resisténcia ao sol e chuva, o
tronco também sdo usado para construcdo de materiais ornamentais de uso diério e poste de
eletricidade (Marques, 2012).

Ainda segundo Marques (2012), as folhas possuem maior interesse econémico, pois €
delas onde é retirada a cera de carnatba. Por ser uma planta da regido onde tem grande

incidéncia solar, a mesma apresenta em suas folhas uma cobertura cerifera na qual reflete a luz,
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e tem por finalidade impedir que a planta perca dgua por transpiracdo, além de protegé-la contra
0s ataques de fungos.

A cera de carnauba é conhecida como um sélido plastico, bem resistente, na qual é
formada por uma mistura de massa molar de ésteres e hidroxiacidos bem complexa (Villalobos-
Hernandez et al., 2005).

A utilizacdo da cera de carnauba é bastante ampla, atualmente j& é usada em: cera dental,
produtos de tratamentos de pele e cabelos, e revestimentos de capsulas, (microencapsulacao de
produtos), graxas de sapatos, fosforos, isolantes, tintas, esmaltes, vernizes, sabonetes, grafites,
também é usada para tintas de impressora, cola, chips, lapis de cera e papel carbono. As folhas
da carnauba j& sdo bastante usadas como adubos organicos, apresentando resultados
satisfatorios, pois apresenta varios componentes fundamentais para o solo, além disso possui
capacidade de retencdo de agua, mantendo o solo mais Umido em relacdo aos outros adubos
comuns, tornando um excelente método a ser empregado na regido nordeste do Brasil. Por fim
a bagana da palha da carnauba esta sendo muito utilizada como alternativa na alimentacdo dos
animais nos periodos de secas, sendo uma forma de maximizar a sazonalidade das chuvas
apresentada na regido do nordeste brasileiro (Gomes et al., 2009).

Além disso a cera é amplamente utilizada na conservacdo de frutas, a mesma é
emulsionada com agua, e aplicada sobre as frutas, na qual forma uma pelicula que protege 0s
frutos principalmente de oxidag&o, ou seja, da acdo do oxigénio, com isso, evita que haja perda
de 4gua pela evaporacao, conservando os frutos por mais tempo, a aplicacéo da cera de carnauba
em frutos como: tomates e mangas, macas, peras e bananas, podem prologar o tempo de vico,
em torno de 50% a mais, em relagdo as que nao receberam o produto (Carvalho, 2008).

6. Cera de carnatba como agente encapsulante

A microencapsulacdo € um processo definido como uma matriz na qual envolve um
nucleo solido, liquido ou gasoso, buscando protegé-lo de condicBes adversas do meio onde sera
exposto, possiveis interacdes, acbes de microrganismo, enzimas, dentre outras possibilidades
que poderia o nucleo sofrer, aumentando a vida util e a disponibilidade no local desejado do
nucleo, desta forma, a eficacia da retencdo do composto que foi encapsulado é regulada por
suas adversidades fisicas, quimicas, polaridade, solubilizagdo e volatilizacdo (Gharsallaoui et
al., 2007).

De acordo Silva et al., (2014), as microparticulas atuam como uma capa protetora, pela
qual isola as substancias ativas (nesse caso a cera isola e protege a metionina) evitando a

exposicdo inadequada ao ambiente ruminal.
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De acordo com Brasil (2007), a cera de carnalba é reconhecida nacionalmente como
produto seguro ao consumo humano. Além disso a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), através da resolucdo n° 123, de 19 de junho de 2001, liberou a adicdo da cera de
carnauba em embalagens de produtos no qual serdo destinados ao contato ou consumo humano,
sendo, portanto, segura também ao consumo animal.

Segundo Miranda (2015), a cera de carnauba é um produto amplamente usado na
formacéo de revestimentos convencionais e nanoestruturas, podendo ser estudada em diferentes
formulacGes e concentracdes, buscando aproveitar as diferentes propriedades térmicas,
mecanicas, fisicas e quimicas presentes na cera, além disso a cera promove barreiras que atuam
como antimicrobiano e flngico, diante disso o revestimento apresentado pela cera de carnatba
é inerte a acdo de microrganismo. Nesse sentido a microencapsulacdo tornou-se uma area de
bastante estudo, sendo, portanto, uma ferramenta promissora no desenvolvimento de agentes
de protecéo para diferentes substancias.

O processo de microencapsulacdo tornou-se um campo de estudo bastante difundido,
em diversas areas como: farmacéuticas, alimenticias, agricola e cosmeéticos, objetivando
conduzir o encapsulado até o local onde devera ser liberado, geralmente o produto € protegido
de degradagdes quimicas e bioldgicas, mascarando possiveis propriedades indesejaveis e
controlando sua liberagao no local desejado (Gan et al., 2008).

Segundo Inécio (2017), a escolha do método para microencapsular mais adequado
dependera do agente a ser encapsulado (nucleo) de sua aplicacdo e do mecanismo de liberacdo
desejado. Diante disso, a microencapsulacdo pode ser realizada de diversas formas, em
destaques técnicas como: emulsificacdo, nanoemulsificacdo, liofilizacdo, coacervacéo,
cobertura por spray em leito fluidizado, extruséo, spray chilling, spray cooling, spray drying,
nanoprecipitacdo, inclusdo molecular e polimerizacdo interfacial, co-cristalizacdo, e
envolvimento por lipossomas (Nedovic et al., 2011). Sendo, portanto, os métodos mais usados
0 spray drying, por coacervacéo, liofilizacdo e emulsificacdo (KaushiK et al., 2015).

Desta maneira, encapsular esta associado também as caracteristicas do agente a ser
encapsulado, os compostos mais usados sdo as proteinas, lipidios (gorduras), ceras, gomas,
carboidratos e fibras (Gharsallaoui et al., 2007).

As ceras naturais como: de carnauba, abelha e de candelilla, sdo compostos limpos,
reconhecidos como aditivos seguros para 0 uso de microencapsulacao, ja liberado em varios

paises do mundo (Milanovic et al., 2010).
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Ainda segundo Milanovic et al. (2010), a cera de carnaiba é entre as ceras naturais a
mais satisfatoria para os processos de microencapsular, apresenta alto ponto de fusdo. Quando
comparada com outras ceras, a mesma apresenta menos viscosidade, mais elasticidade e mais

resistente a deformacdes e ataques de agentes biologicos.
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CAPITULO 2 - Caracterizacio e avaliacio da metionina bypass a partir da

metionina microencapsulada em cera de carnauba
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Resumo

Objetivou-se microencapsular metionina em matriz lipidica de cera de carnauba, através do
método de Fusdo-Emulsificacdo (Melt emulsification), tornando-a fonte de metionina bypass
para ruminantes. Foram obtidos dois sistemas de metionina microencapsulada, nas seguintes
proporgdes: 4:1 e 2:1 (cera de carnatba:metionina). Os produtos finais foram avaliados quanto
ao processo de microencapulagédo por determinacdo de rendimento e eficiéncia, a caracterizagdo
dos sistemas micorencapsulados por técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura,
Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC), Termogravimetria (TG), aléem da quantificacdo
do nitrogénio das duas formulacGes e da metionina livre. O método utilizado para proteger a
metionina apresentou rendimento de 82,3% e 78,5% para 2:1 e 4:1, respectivamente. A
eficiéncia do microencapsulado baseado na determinacdo da carga (teor de nitrogénio)
apresentou alta taxa de retencdo de nucleo, com destaque para o sistema 2:1 com 99,65% de
eficiéncia. A obtencdo da metionina microencapsulada (protegida), em matriz lipidica de cera
de carnalba, apresentou resultados satisfatdrios, para os dois sistemas de 2:1 e 4:1 elaborados,
tornando perceptivel o potencial promissor da metionina protegida pela cera, matéria-prima

regional de facil aquisicdo, como fonte de metionina bypass para ruminantes.

Palavras-chave: degradacdo ruminal, Fusdo-Emulsificacdo, protecdo de aminoacidos

abstract

Microencapsular methionine was used in the lipid matrix of carnauba wax, using the Melt
Emulsification method (Melt emulsification), making it the source of methionine bypass for
ruminants. Two microencapsulated methionine systems were obtained in the following
proportions: 4: 1 and 2: 1 (carnauba wax: methionine). The final products were evaluated for
the microencapulation process by determination of yield and efficiency, the characterization of
micorencapsulated systems by Scanning Electron Microscopy, Differential Scanning
Calorimetry (DSC), Thermogravimetry (TG), besides the quantification of the nitrogen of the
two formulations and free methionine. The method used to protect methionine showed a yield
of 82.3% and 78.5% for 2: 1 and 4: 1, respectively. The efficiency of the microencapsulation
based on the determination of the load (nitrogen content) presented a high retention rate of
nucleus, especially the 2: 1 system with 99.65% efficiency. The microencapsulated (protected)

methionine in a lipid matrix of carnauba wax presented satisfactory results for both elaborated
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2: 1 and 4: 1 systems, making the promising potential of methionine protected by wax, a

regional raw material as a source of methionine bypass for ruminants.

Key words: Fusion-Emulsification, ruminal degradation, protection

1. Introducéo

O Brasil destaca-se como umas das grandes poténcias mundiais na produgéo animal,
destacando-se na producéo de carne e leite, todo esse destaque depende de quatro fatores
importantes: alimentacdo (nutricdo), reproducéo, genética e sanidade, tornando cada vez mais
eficiente e intensificado para melhor aproveitamento e sustentabilidade dos processos de
producao.

O sucesso da producdo animal (carne e leite) esta diretamente relacionado com o manejo
alimentar adequado, ou seja, com a disponibilidade de nutriente no qual é ofertado no cocho,
além disso, a qualidade e estratégia alimentar deve ser considerada. Portanto esse sucesso na
nutricdo animal € determinado pelo atendimento da exigéncia nutricional de cada categoria
animal, buscando o méximo desempenho produtivo ao otimizar o uso dos nutrientes na dieta.
Diante disso ha uma busca por técnicas e alternativas que permitam maior aproveitamento dos
nutrientes.

Os aminoéacidos que chegam ao intestino delgado vdo depender de sua sintese pelos
microrganismos ruminais ou da fracdo que nao foi totalmente degradada no ramen. Segundo a
NRC (2011), a metionina juntamente com a lisina, constituem os dois mais importantes
aminoéacidos limitantes em vacas de alta producdo de leite, além de sua atuacdo indispensavel
para a fermentacdo ruminal e crescimento dos microrganismos. Entretanto, apenas a adicao
dos aminoécidos essenciais na ragdo dos ruminantes ndo constitui uma saida para atender suas
exigéncias, uma vez que 0s microrganismos ruminais, degradam totalmente ou parcialmente
esses nutrientes e utilizam para seu desenvolvimento, ou seja, a utilizacdo de proteina para
sintese de proteina (Broderick, 2009).

Diante disso a proteina bypass vem sendo usada com uma valvula de escape para
otimizar a producdo animal, tendo grande importancia em atender as exigéncias de proteina no
intestino delgado. E nesse sentido que tem concentrado varias pesquisas, objetivando proteger
esses aminoacidos essenciais dos microrganismos ruminais, garantido sua integridade e desta
forma sendo conduzido até o abomaso. As técnicas de microencapsulagdo da metionina séo
avaliadas com diferentes tipos de agentes encapsulantes, apresentando resultados variaveis.
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Para tal, 0 processo de microencapsulacao esta sendo visto como uma nova alternativa
para o fornecimento de aminodcidos protegidos, sendo liberados apenas no abomaso,
aumentando a quantidade de nutrientes absorvidos e consequentemente na producéo de leite,
onde o animal apresenta exigéncia elevada de metionina, baseado nisso a cera de carnauiba é
um agente promissor para encapsular tal aminoacido e protegé-lo do ambiente ruminal.

A cera de carnalba constitui uma alternativa a ser investigada para microencapusular a
metionina, uma vez que apresenta caracteristicas hidrofébica além de ser um produto natural
de baixa ou nenhuma degradabilidade, ja usado em agente de protecdo em diferentes estudos
Borba et al., (2013), usaram a cera de carnalba como agente de hidrofobizador de bentonita,
vermiculita e diatomita, obtendo resultados satisfatorio

O presente estudo foi desenvolvido objetivando analisar o potencial da cera de carnatba
como agente encapsulante da metionina através da técnica de Fusdo-Emulsificacdo (Melt

emulsification).

2. Material e métodos
2.1. Preparo dos sistemas microencapsulados

As formulacbes de metionina microencapsulada em matriz lipidica de cera de carnatba
tipo | foram desenvolvidas pela técnica de Fusdo-emulsificacdo (Melt emulsification), com
proporcOes entre encapsulante e ndcleo de 2:1 e 4:1, correspondente a 33,3% e 20% de
metionina respectivamente. Para preparar as dispersdes que resultaram nos produtos
microencapsulados, as respectivas massas de metionina correspondentes a cada formulacéo
foram pesadas em balanca analitica, em seguida, a cera de carnauba foi pesada separadamente
e fundida em banho maria, sob temperatura de 90 °C.

Posteriormente, a metionina foi adicionada lentamente a cera, sob agitacdo constante até
total homogeneidade. Em paralelo, 200 mL de &gua destilada foram aquecidos em chapa
aquecedora até a mesma temperatura em que a cera foi fundida. Na dgua foi adicionado o agente
tensoativo Tween 80 (volume de 2,5% com base no volume de dgua destilada).

A dispersdo de metionina e cera de carnaldba foi adicionada lentamente a 4gua quente,
sob agitacdo constante de 500 rpm em agitador magnético para obtencdo de uma emulsao do
tipo Oleo em &gua. Apds adigcdo de todo o contetido, a emulsdo foi agitada por 3 min. As
goticulas de cera foram solidificadas através da diminuigdo da temperatura do sistema, com
adicdo de 100 mL de agua fria.

Por fim, as particulas lipidicas contendo metionina foram separadas por peneiramento e
submetida a lavagem com &gua destilada para remocdo do excesso de tensoativo. Para a
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eliminag&o do excesso de agua, o material foi submetido & secagem convencional em estufa de
circulacdo e renovacdo de ar sob temperatura de 40 °C por 5 h. Por fim, o produto
microencapsulado foi macerado com almofariz e pistilo até obtencédo de p6 homogéneo, que foi
acondicionado em temperatura ambiente. Essas condi¢des e parametros foram definidos por
meio de testes prévios (Medeiros 2017). De posse da metionina microencapsulada foi iniciada
a caracterizacdo do produto e as devidas investigagoes.

2.2.Avaliacao dos sistemas microencapsulados
2.2.1. Rendimento de microencapsulagio
A determinacéo de rendimento de microencapsulacéo foi baseada nas duas massas: cera
de carnauba e metionina, produtos usados no processo de microencapsulacéo, ou seja, baseada
na seguinte equacao:
RM = (Mfinal/Miniciar) X 100
Onde: RE = Rendimento de Microencapsulacéo; Mrsina: Massa do produto

microencapsulado apos secagem; Miniciat = Massa seca da metionina e cera de carnauba.

2.2.2. Eficiéncia de microencapsulacéo
Avaliou-se a eficiéncia dos microencapsulados através da quantidade de metionina
retida na matriz de cera de carnalba, ou seja, a quantidade de metionina inserida no processo
de microencapsulacdo e teor final retido apds o processo, conforme equacao a seguir.
EM = (MetR/Metl) x 100
Onde: EM = Eficiéncia de microencapsulacdo; MetR: Teor real de metionina retido;
Metl: Teor de metionina inserido

2.3.Caracterizacao dos sistemas microencapsulados
2.3.1. Microscopia eletronica de varredura
As micrografias eletronicas de varredura foram obtidas através do Microscopio
eletronico de varredura (MEV) com canhdo de emissao por campo, marca FEI, modelo: Quanta
FEG 250, com tensédo de aceleracdo de 1 a 30 kV, equipado com EDS de SDD (Silicon drift
detectors), marca Ametek, modelo HX-1001 (detector Apollo X-SDD), fabricado na cidade de
Toquio/Japdo. As amostras foram fixadas em fita de carbono, recobertas com ouro em

metalizador (Marca Quorum, modelo Q150R, cidade e pais de fabricacdo) durante 30s, a 20
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mA, por plasma gerado em atmosfera de argdnio. A amostra de cera de carnauba foi aterrada

com tinta de prata.

2.3.2. Termogravimetria (TG)
As curvas termogravimetricas foram obtidas em analisador térmico, modelo SDT Q600
V20.9 Build 20, sob atmosfera inerte em fluxo de 100 mL/min, taxa de aquecimento de
10°C/min, em uma faixa de temperatura de 30 a 600 °C, utilizando cadinho de platina contendo
entre 6,5 e 8,5 mg de amostra.
Para obtecdo da temperatura inicial de degradacao foi usada A Tonset € identificada pelo
cruzamento entre as linhas a e b, e é denominada de inicio extrapolado ou inicio matematico,

com isso caracterizado o melhor ponto que representa a degradacdo dos compostos analisados.

2.3.3. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas de DSC, foram obtidas pelo mesmo intrumento utilizado para a
termogravimetria, analisador térmico, modelo SDT Q600 V20.9 Build 20, simultaneous. Sob
atmosfera inerte em fluxo de 100 mL/min, a taxa de aquecimento de 10°C/minunto, isso em
uma faixa de temperatura até 1100°C, utilizando cadinho de platina, contendo cerca de 8,255

mg de amotra.

2.3.4. Determinacao de nitrogénio total

A quantificacdo do nitrogénio foi realizada através da metodologia de Kjeldahl, descrito

por AOAC (2012).
Os dados obtidos foram analisados para quantificar o nitrogénio da amostra a partir da

formula:
%N =V x N x Fx 0,014 x 100/ m

onde: N = normalidade do acido cloridrico, 0,02 N; F = fator de correc¢do do acido
cloridrico = 1,00; 0,014, miliequivalente-grama do nitrogénio; V= volume do &cido cloridrico

gasto na titulacdo, em mL; m = peso da amostra, em g.
3. Resultados e Discusséo

O processo de microencapsulacéo ja é bastante usado na tecnologia dos alimentos, com

varias técnicas e finalidade deste processo, nesse estudo visa-se encapsular a metionina em cera
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de carnauba, para protegé-la dos microrganismos ruminais e consequentemente ter sua
passagem para 0 abomaso, sendo disponivel para absorcao no intestino delgado.

Com a finalidade de avaliar a exequibilidade do processo de microencapulacao através
da técnica Fusdo-Emulsificacdo (Melt mulsification), na qual foi utilizada nesse estudo, foi
averiguado o rendimento de microencapsulacéo das duas formulagdes, 2:1 e 4:1 (33,3% e 20%

de metionina respectivamente), conforme demostrado na Figura 1.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

RENDIMENTO %

2:1 4:1

Figura— 1. Rendimento de microencapsulacdo da metionina em matriz de cera de carnatba nas
formulacGes de 4:1 e 2:1.

Observou-se que as duas formulacGes apresentaram valores relativamente altos de
rendimento, 82,33% e 78,5% para as formulacfes 2:1 e 4:1 respectivamente. Esses valores
indicam que o processo de microencapsulacdo da metionina em matriz lipidica de cera de
carnauba, através da técnica de Fusdo-Emulsificacdo (Melt emulsification), € um processo
viavel, tendo 6timo aproveitamento, demostrando um menor grau de perda do material durante
0 processamento.

O sistema 4:1 apresentou menor rendimento relacdo ao sistema 2:1 (33,3% de
metionina), fato explicado pela quantidade maior de cera presente no sistema 4:1, o que eleva
a viscosidade e aumenta a aderéncia durante o preparo.

A quantificagio do teor de nitrogénio da metionina e dos dois sistemas
microencapsulados permitiu estimar os valores de proteina bruta e calcular a eficiéncia do
processo de microencapsulacdo através do nitrogénio total presente em cada amostra, como

mostra os resultados na tabela 1.
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Tabela 1. Quantificacdo do nitrogénio total, proteina bruta, teor teérico da metionina e
eficiéncia da encapsulagéo.

Metionina/ N total (%) Proteina bruta (%) Teor de Eficiéncia da
Formulagbes metionina (%) encapsulacao (%)
Metionina 9,33+0,13 58,33+0,81 100 -

2:1 3,09+0,07 19,35+0,44 33,33 99,65+1,41
4:1 1,82+0,09 11,40+0,59 20,00 97,72+2,82

Os sistemas microencapsulados 2:1 4:1 apresentaram 19,35% e 11,40% de proteina
bruta, respectivamente. Ao analisar os dados acima, verifica-se que os dois sistemas tiveram
alta eficiéncia de microencapsulacao, sendo eles acima de 97,5%, destaque para o sistema 2:1
onde apresentou 99,65% de eficiéncia, ou seja, esse sistema reteve praticamente toda metionina
inserida.

Diante desses resultados pode-se afirmar que a cera de carnatba atua como um excelente
agente para microencapsular a metionina, uma vez que conseguiu reter praticamente todo o
conteddo inserido durante o processo.

A microscopia eletrénica de varredura permitiu uma analise morfoldgica da superficie

de cada agente isolado (metionina e cera de carnaiba) além das duas formulaces, 2:1 e 4:1,

como demostrado nas figuras 2 e 3 abaixo.

SIS e
FEI Quanta FEG 250 - LMMA - UFPI

Figura 2 — micrografia eletronica de varredura. A) matriz lipidica de cera de carnauba B)
metionina livre.

A cera de carnaulba apresentou superficie lisa, com pequenas elevacdes e algumas rugas,
entretanto selada, sem porosidades, integra, mostrando-se se uma agente de dificil invasdo do
seu interior (figura 2 A). A metionina mostrou apenas superficies irregulares, e com algumas

aglomeracoes (figura 2 B).
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B doms

G 250 - LMMA - UFPL

Figura 3 — a) Sistema microencapsulado formulacdo 2:1 b) Sistema microencapulado

formulagdo 4:1.

Os sistemas microencapsulados apresentaram superficies com baixa incidéncia de
poros. Considerando a superficie lisa da cera, é possivel associar a rugosidade superficial com
presenca de metionina, o que foi mais evidente para o sistema 2:1, fato explicado por este
sistema ter recebido maior teor de nucleo em relacdo ao sistema 4:1, o qual apresentou
superficie mais lisa e selada, o que pode influenciar positivamente na efetividade da protecao
da metionina frente ao ataque microbiano no ramen.

De acordo Borba et al, (2013), a cera de carnauba foi utilizada com éxito no processo
de hidrofobizacdo de betonita e vermiculita e diatomita, o estudo objetivou aumentar a
capacidade absortiva dos compostos organicos, demostrando efetividade diante da
hidrofobizacdo. Stojakovic et al (2012), ao utilizar cera de carnaiba como microencapsulante,
a mesma mostrou bastante eficiéncia para encapsular valina.

A avaliacdo do comportamento térmico foi realizada através da termogravimetria (TG),
na Figura 4, pode-se observar as curvas termogravimétricas de cada fase isolada, em fungdo da
temperatura e dos dois sistemas microencapsulados.

Segundo Alves (2008), nas curvas termogravimétricas, os degraus em relacdo aos eixos
das ordenadas x e y, representam as variagdes de massa que sdo sofridas pela as amostras no
percorrer das anélises. Diante disso, a curva de termogravimétria € um método de anélise
quantitativo e qualitativo, pelo qual reproduz resultado rapido e produtivo, sendo muito usados
no controle de qualidade das amostras e melhorar o produto final (Aragdo, 2006).

A metionina apresentou dois estagios de degradacdo, com perdas de massa de 86,8 e
9,5%, respectivamente, além de Tonset em 269,67 °C. Esses resultados estdo de acordo com 0s
encontrados por Mallakpour & Marefatpour (2014), que constataram temperatura de
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degradacdo térmica da metionina entre 200 e 310 °C. Silva (2014) também encontrou valores

semelhantes para a metionina entre 250 a 300 °C.

Variagéo de massa (mg)
w
1

Variagao de massa (mg)

: .

T T T T v T T 1 T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 600

Temperatura °C % Temperatura (°C)

Variagao de massa (mg)
Variagdo de massa (mg)

100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 4 — Curvas termogravimétricas da metionina, cera de carnalba, e as formulacGes 2:1 e

4:1.

A cera de carnalba apresentou uma Unica etapa de degradacdo térmica, com Tonset em
374,62 °C e perda de massa de 99%. Os resultados corroboram com Stojakovic (2012), ao
estudar liberacdo de vanilina encapsulada em microcépsulas de cera de Carnauba, estagio de
degradacdo térmica da cera de carnauba entre 228 e 338°C. Sendo compativel também com os
resultados obtidos por Chiumarelli & Hubinger (2014), onde verificou que a maior perda de
massa da cera de carnalba é entre 210 e 400°C.

Ambos o0s sistemas microencapsulados apresentaram dois estagios de degradacao
térmica, em que o sistema 2:1 com perda de massa de 22,6% no primeiro e 77,4% no
segundo, e Tonset em 218,68 °C. Ja o sistema 4:1 apresentou 11,2% de perda de massa no
primeiro estagio e 88,8% no segundo, com Tonset em 210,93 °C. Todos os dados retirados

das respectivas curvas TG encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2. Dados extraidos das curvas termogravimétricas

Material 1° estagio (°C) Aml (%) 2°estdgio (°C) Am2  Tonset- 1° estagio
(%) (°C)

Metionina 210-286 86,83 288-337 9,5% 269,67

Cerade 291-496 99 - - 374,62

carnauba

2:1 189-282 22,60 291-496 76,42 218,68

4:1 171-280 11,26 291-496 88,11 210,93

Aml % — Porcentagem de massa perdida no primeiro estagio; Am2 % — Porcentagem de massa perdida no
segundo estagio; T onset 1° - Menor temperatura em que pode ser detectado o inicio da variagcdo de massa

Observou-se que em ambos 0s sistemas microencapsulados, a metionina apresentou
temperatura inicial de degradacdo (Tonset) menor quando comparada a sua forma livre.
Todavia, a metionina livre perdeu 86,83% de massa no primeiro estdgio de degradacéo.
Considerando que esses dois sistemas receberam 33,3% (2:1) e 20% (4:1) de metionina e a
retencdo real foi de 33,18% (2:1) e 19,54% (4:1), deveria ter havido, comparando com a
metionina livre, proporcionalmente, neste primeiro estagio, perdas de 28,11% (2:1) e 16,96%
(4:1). No entanto, as formulacGes 2:1 e 4:1 perderam, respectivamente, 22,87 e 11,26% de
massa, 0 que corresponde a 81,35% e 66,39% de perda de massa, menores, portanto, que 0s
86,83% da metionina livre. Isso confirma a protecdo da metionina pela cera de carnatba apés
microencapsulacdo, assim como sugere uma protecdo mais efetiva para a formulagdo 4:1, ja
gue a massa degradada foi bem inferior a da metionina livre e a da formulacdo 2:1 no estagio
em questdo. Ambos os sistemas apresentaram uma faixa de temperatura maior de degradacao
nesse primeiro estagio, indicando uma menor velocidade de degradacdo térmica, em especial
para a formulacdo 4:1. Essa protecdo mais exitosa para o sistema 4:1 pode ser explicada pelo
fato desta possuir menor teor de nucleo, possibilitando obter um sistema mais homogéneo, com
melhor distribuicdo da metionina no interior da matriz lipidica, diminuindo a ocorréncia de
metionina superficial, conforme demonstrado por MEV.

Ao contrario da termogravimetria (TG) a calorimetria diferencial exploratéria (DSC),
baseia-se na entalpia e ndo na massa. Sendo de suma importancia para complementar os
resultados da termogravimetria (Matos et al., 2009).

A técnica de DSC permitiu determinar o ponto de fuséo, fator importante para um
sistema de microencapsulado cujo agente encapsulante um cerideos, uma vez que, pode-se

avaliar condigdes de armazenamento, além de estabilidade térmica do produto. As curvas de
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DSC da metionina, cera de carnaiba e os dois sistemas microencapsulados estdo expostos
abaixo na Figura 5.

Nesse estudo, a metionina e a cera de carnalba apresentaram apenas eventos
endotérmicos, a cera de carnauba teve ponto de fusdo de 85,39°C, corroborando com Rossan
(2011), onde afirma que a cera de carnatba tipo I, tem ponto de fusdo entre 83 a 86°C. Os dois
sistemas microencapsulados 2:1 e 4:1 apresentaram ponto de fusdo em 85,03 °C (Figura 5,
Evento 1), valor semelhante ao da cera de carnauba pura, o que implica que as formulacdes
podem ser armazenadas em temperatura ambiente, mesmo em regides com altas temperaturas,

como as tipicas no nordeste do Brasil, que ndo havera dano térmico.

v Metionina
Cerade carnal]ba‘
—
-40 4 3 4:1

-30 -

Fluxo de calor ( mW)

50 Lo ——

1 1 2 I 1 g 1
100 200 300 400 500 600

Temperatura ( °C)

Figura 5 — Curvas de DSC, da Metionina livre, Cera de
carnauba e das duas formulacfes 2:1 (33,3% de metionina) e
4:1 (20% de metionina).

A cera de carnaiba e os dois sistemas microencapsulados apresentaram a mesma
temperatura de degradacédo térmica em 427,03 °C (Figura 5 — Evento 2). Ja a metionina livre
exibiu degradacdo térmica em 277,41 °C (Figura 5 — Evento 3), enguanto a metionina nos
sistemas microencapsulados apresentou degradagéo térmica em 257,52 °C e 242,39 °C para 2:1
e 4:1, respectivamente, valores menores quando comparados a metionina livre, conforme
também observado por TG. Considerando que a cera de carnalba manteve suas temperaturas
tipicas de fusdo e degradagdo térmica, essa diminuicdo na estabilidade térmica da metionina

ndo e decorrente de reacdo/interacdo com a cera, mas provavelmente devido a forcgas
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intermoleculares (Pontes de hidrogénio) das moléculas de metionina entre si. De maneira geral,

esta interacdo ndo afeta a integridade dos sistemas microencapsulados ou a protecao do ndcleo.

4. Concluséo

Ambas as formulac6es estudadas (2:1 e 4:1) apresentaram bons resultados e ndo diferiram
consideravelmente entre si. O sistema 4:1 apresentou uma microestrutura mais integra, além de
menor velocidade de degradacdo térmica da metionina, enquanto o sistema 2:1 apresentou
maior rendimento e eficiéncia de microencapsulacdo, maior retencdo de metionina e maior
temperatura inicial de degradagdo. Portanto, os dois sistemas apresentaram resultados
animadores quanto a protecdo do aminodcido investigado para possivel disponibilidade de
proteina bypass, evidenciando que a matriz lipidica de cera de carnauba € um agente

encapsulante adequado para tal finalidade.
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matriz de cera de carnauba
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Resumo

Objetivou-se verificar a eficiéncia de protecdo da metionina microencapsulada em matriz
lipidica de cera de carnauba a partir da degradabilidade in situ da matéria seca e proteina bruta
em ovinos, fornecendo assim proteina bypass a ser utilizada para incremento da producéo pelos
animais ruminantes. O delineamento experimental adotado foi o em blocos casualizados
(DBC), sendo quatro tratamentos: duas formulacdes de metionina microencapsulada em matriz
de cera de carnalba, nas proporcfes de cera de carnalba e metionina de 2:1 e 4:1,
respectivamente, a metionina e matriz da cera de carnadba livres usando como repeticdo dois
ovinos canulados no ramen, em parcelas subdivididas no tempo (0, 3, 6, 9, 12, 24, 48 e 72 h de
incubacdo), com duracdo de 32 dias, sendo quatro dias para cada ensaio e quatro dias de
adaptacdo dos animais as formulacGes experimentais. A degradacao in situ demostrou uma alta
eficacia na protecdo da metionina, nos dois sistemas estudados. Na formulacéo 2:1 a protecédo
foi de 83,2% no tempo maximo (72 h), enquanto que para a formulacdo 4:1 esta foi de 88,7%,
valores relativamente altos de protecdo do aminoacido. O perfil de liberacdo de nitrogénio
mostrou uma protecdo do nucleo de 91% da formulagdo 2:1 e 95,8% para a 4:1, ou seja,
resultados excelentes de protecdo do nucleo. As micrografias apds teste in situ no tempo
maximo nao apresentaram sinais de biodegradacdo pelos microrganismos ruminais, mantendo
assim sua integridade, reforcado a justificativa de que a cera realmente € um produto pelo o
qual protege 0 aminoéacido da a¢do de microrganismos. A microencapsulacao de metionina com
cera de carnaliba mostrou-se eficaz na obtencdo de proteina por passagem, recomendando as
duas formulagdes pois aumenta a disponibilidade de metionina para o intestino como fonte de

proteina by pass.

Palavras-chaves: integridade, microrganismos ruminais, protecdo de aminoacidos

Abstract

The objective of this study was to verify the efficiency of protection of microencapsulated
methionine in lipid matrix of carnauba wax from the in situ degradability of dry matter and
crude protein in sheep, thus providing bypass protein to be used to increase production by
ruminant animals. The experimental design was a randomized complete block (DBC), four
treatments: two formulations of methionine microencapsulated in carnauba wax matrix, in the
proportions of carnauba and methionine waxes of 2: 1 and 4: 1, respectively, methionine and

free carnauba wax matrix using two replicate sheep in the rumen, as subdivided in time (0, 3,
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6, 9, 12, 24, 48 and 72 h of incubation), with a duration of 32 days, four days for each test and
four days of adaptation of the animals to the experimental formulations. In situ degradation
demonstrated a high efficacy in methionine protection in the two systems studied. In the 2: 1
formulation the protection was 83.2% at the maximum time (72 h), whereas for the 4: 1
formulation this was 88.7%, relatively high values of amino acid protection. The nitrogen
release profile showed a core protection of 91% of the 2: 1 formulation and 95.8% for the 4: 1,
that is, excellent protection results from the core. The micrographs after in situ test in the
maximum time did not show signs of biodegradation by the ruminal microorganisms, thus
maintaining its integrity, reinforced the justification that the wax really is a product by which it
protects the amino acid from the action of microorganisms. The microencapsulation of
methionine with carnauba wax proved to be effective in obtaining protein by passage,
recommending both formulations since it increases the availability of methionine to the

intestine as a source of protein by pass.

Key words: integrity, ruminal microorganisms, amino acid protection

1. Introducéo

Os aminodcidos sao os componentes que formam a molécula de proteina, existindo mais
de duzentos tipos disponiveis na natureza, entretanto apenas vinte destes aminoacidos sao
encontrados nos componentes das proteinas (McDonald et al., 2010). A metionina é um dos
vintes aminoécidos que compBem as proteinas. Este aminoacido necessita ser fornecido aos
ruminantes, uma vez que, ela faz parte dos dez aminoacidos que ndo sdo sintetizados pelos
microrganismos ruminais. A proteina microbiana constitui a mais importante fonte de proteina
para 0s ruminantes, a qual é produzida em grande quantidade pelos microrganismos ruminais,
pelo qual é limitada em relacdo aos aminoacidos essenciais, por tal, as estratégias de
suplementacdo com metionina e lisina em vacas de leite sdo de grande valia quando se busca
otimizar a producdo, aumento o fluxo desses aminoacidos no duodeno.

Segundo Cabrita et al. (2011), quando a dieta dos ruminantes € principalmente a base de
soja, a metionina € o aminoacido limitante para a producgéo, enquanto que quando a base de
milho, a lisina que se torna o aminoéacido limitante, sendo assim a dieta a base desses produtos,
tornard a mesma pobre nestes aminoacidos essenciais. Além disso, a metionina é um
aminoacido limitante na producdo animal e sua insercdo na dieta dos ruminantes tem por
principais objetivos aumentar o fluxo da produgéo de proteina microbiana, bem como o escape

para o intestino ofertando proteina ndo degradavel no rimen digestivel também chamada de
53



proteina bypass. Isto é uma forma de otimizar a producdo sendo assim a protecdo de metionina
uma opcéo para alcangar o intestino delgado e aumentar o fluxo desse aminoécido de alto valor
biolégico no duodeno.

Neste sentido, 0 uso da cera de carnaiba como agente encapsulante, da-se pelo fato dela
ser um produto resistente a solubilizacéo e bastante duro, quebradica e apresenta ponto de fusdo
entre 83 a 86°C (Rossan, 2011). A cera de carnalba constitui um excelente agente para
microencapusular a metionina, uma vez que, apresenta caracteristica hidrofébica além de ser
um produto natural de baixa ou nenhuma degradabilidade e sem toxidade aos microrganismos
ruminais, € um produto oriundo das folhas das carnaubeiras (Copernicia prunifera). Dessa
forma, hipotetizou-se que microencapsular a metionina em matriz de cera de carnatba podera
protegé-la eficientemente do ataque dos microrganismos aumentado assim o fluxo de proteina
bypass a partir da metionina no intestino delgado. Assim, objetivou-se verificar a eficiéncia de
protecdo da metionina microencapsulada em matriz lipidica de cera de carnalba a partir da
degradabilidade in situ da matéria seca dos alimentos, fornecendo proteina bypass a ser utilizada

como incremento da producdo de animais ruminantes.

2. Materiais e métodos
2.1. Local do experimento

O processo de microencapsulacdo da metionina com matriz de cera de carnalba ocorreu
no laboratorio de nutricdo animal (LANA) da Universidade Federal de Campina Grande —
UFCG no Centro de Saude e Tecnologia Rural / CSTR no municipio de Patos — PB. No qual
foi transportado para outros centros para seguir com as analises fisicas e quimicas do produto.
A avaliacdo in situ foi conduzida no setor pequenos ruminantes vinculados ao Colégio Técnico
de Bom Jesus (CTBJ), entre os meses de dezembro de 2017 e janeiro de 2018, localizado no

municipio de Bom Jesus-PI, apresentando latitude sul 09°04°28 e longitude oeste 44°21'31,

2.2. Formulagéo da metionina microencapulada
As formulag6es de metionina microencapsulada em matriz lipidica de cera de carnauba
tipo | foram desenvolvidas pela técnica de Fusdo-emulsificacdo (Melt emulsification), com
proporcdes entre encapsulante e nicleo de 2:1 e 4:1, correspondente a 33,3% e 20% de
metionina respectivamente. Para preparar as dispersdes que resultaram nos produtos

microencapsulados, as respectivas massas de metionina correspondentes a cada formulagéo
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foram pesadas em balanca analitica, em seguida, a cera de carnauba foi pesada separadamente
e fundida em banho maria, sob temperatura de 90 °C.

Posteriormente, a metionina foi adicionada lentamente a cera, sob agitacdo constante até
total homogeneidade. Em paralelo, 200 mL de agua destilada foram aquecidos em chapa
aquecedora até a mesma temperatura em que a cera foi fundida. Na &gua foi adicionado o agente
tensoativo Tween 80 (volume de 2,5% com base no volume de &gua destilada).

A dispersdo de metionina e cera de carnauba foi adicionada lentamente a dgua quente,
sob agitacdo constante de 500 rpm em agitador magnético para obtencdo de uma emulsdo do
tipo 6leo em &gua. Apds adicdo de todo o contelido, a emulsdo foi agitada por 3 min. As
goticulas de cera foram solidificadas através da diminuigcdo da temperatura do sistema, com
adicdo de 100 mL de agua fria.

Por fim, as particulas lipidicas contendo metionina foram separadas por peneiramento e
submetida a lavagem com &gua destilada para remocdo do excesso de tensoativo. Para a
eliminacdo do excesso de agua, o material foi submetido a secagem convencional em estufa de
circulacdo e renovacdo de ar sob temperatura de 40 °C por 5 h. Por fim, o produto
microencapsulado foi macerado com almofariz e pistilo até obtencédo de p6 homogéneo, que foi
acondicionado em temperatura ambiente. Essas condigdes e parametros foram definidos por
meio de testes prévios (Medeiros 2017).

2.3. Animais e Manejo

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo com Animais
da Universidade Federal de Campina Grande (protocolo nimero 205/2014). Para a avaliagdo in
situ utilizou-se quatro ovinos machos castrados, adultos pesando em média 60 + 3,21 kg, sendo
eles providos de fistula ruminal. Os animais foram mantidos nas baias individuais, com
comedouros e bebedouros individuais sendo alimentados com volumoso e concentrado na
relacdo de 60:40 respectivamente, na forma de mistura total da racdo, sendo o volumoso
composto com capim elefante (Pennisetum purpureum ), e o concentrado a base de milho, soja
e um nucleo mineral (Ovinofos), calculado em 100 kg da seguinte forma: 81,4 kg de milho,
16,1 kg de soja e 2,19 kg do nucleo mineral, era fornecido 1,5% do peso vivo dos animais,
fornecidos diariamente em duas por¢des iguais, as 7:30 e 16:00 horas de acordo NRC (2011)

confirme a Tabela 1 e agua fornecida ad libitum.
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Os animais foram mantidos em baias individuais medindo cerca de 1,40 m de largura

de 2,95 m de comprimento, cobertas de telha de barro e com piso de cimento, cercado de poste

de madeira e arame liso.

Tabela 1 — composicédo da dieta fornecida aos animais durante o experimento

Item Nome MS % PB % FDN % FDA %
cientifico

Milho Zea mays 29,5 10,05 56,08 28,18
Soja Glycine max 90,95 27,81 27,69 6,77
Capim elefante  Pennisetum 10,92 10,82 62,28 32,51
roxo purpureum
Nucleo mineral ~ Ovinofos Minerais Mg G

Zinco 3.800,0

Sédio - 147,00

Manganés 1.300,00 -

Cobalto 40,00 -

Ferro 1.800

Cobre 590,00

Enxofre 18,00

Selénio 15,00

lodo 80,00

Cromo 20,00

Molibdénio 300,00

Calcio 120,00

Flaor 870,00

Fosforo 87,00

MS — Matéria seca; PB — proteina bruta; FDN - fibra em detergente neutro, FDA - fibra em detergente &cido; Mg

— Miligrama; G - grama

2.4. Degradabilidade in situ da matéria seca e proteina bruta

Foram determinadas a degradagéo ruminal da MS e PB por meio da utilizacdo de sacos

de tecido ndo-tecido (TNT —100g/m?, 5 x 5¢cm), segundo Casali et al. (2008) com porosidade

de 50 um, estes foram pesados ¢ acondicionados 1,0 g de MS das duas formulagfes 2:1 e 4:1,

além da cera pura e da metionina livre que também foram avaliados nos testes in situ.
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Ap0s 13 dias de adaptacdo as condigdes experimentais, 0s sacos foram incubados em
quadruplicata nos tempos 72, 48, 24, 12, 9, 6, 3 e 0 horas, contabilizando 4 sacos, em cada
tempo para cada animal, ou seja, em 72 horas de experimento era colocado em cada animal 28
sacos e 0s 4 sacos do tempo zero colocados juntos aos demais apds a retirada do ramen,
totalizando 128 sacos por amostra nos quatros animais, no qual era marcados com o nimero,
tempo e animal. Apos os periodos de incubacdo, os sacos de TNT foram retirados do ramen,
lavados em agua fria corrente e posteriormente secos em estufa com ventilacao de ar forcada,
55°C+5°Cpor72h.

As andlises do residuo da incubacdo, a MS e PB foram realizadas de acordo com a
técnica da AOAC (2012). Para a interpretacdo do grau de degradacdo da MS e PB foi utilizado
um modelo assintético exponencial de primeira ordem, proposto por Orskov e McDonald
(1979):

P=a+bx (l-expCXt),

em que:
P = degradabilidade potencial do alimento;
t = tempo de incubacao
a = representa o substrato soltvel e rapidamente degradavel;
b = representa o substrato insoltvel, mas potencialmente degradavel;
c = taxa constante da funcéo b.

A degradabilidade efetiva ou tedrica da metionina e dos sistemas foi calculada pela
equacao:

DE =a+ [(bxc)/(c+K)],

Em que: DE é degradabilidade efetiva e k, taxa de passagem de particulas no rimen

A degradabilidade potencial foi obtida por: DP =a+b

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

As degradabilidades efetivas foram calculadas utilizando-se valor Gnico de taxa de
passagem de particulas no rimen-reticulo de 8%/h.

2.5. Avaliacéo e perfil do nitrogénio do microencapulado antes a apds a cinética de
degradabilidade e analise microscépica no tempo 72 horas ap6s incubacéo
Apls o processamento e incubacdo das amostras, foram analisados o perfil de

nitrogénio, para isso, utilizou-se a metodologia de Kjeldahl, descrito por AOAC (2012). Essa
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analise tem por finalidade verificar a quantidade de nitrogénio da metionina livre e dos sistemas
microencapsulados, com isso analisar tambeém a taxa de liberacéo in situ.

Os dados obtidos foram analisados para quantificar o nitrogénio da amostra a partir da
formula:

%N =V x N xF x 0,014 x 100/ m

em que: N = normalidade do acido cloridrico, 0,02 N; F = fator de corre¢do do acido cloridrico
= 1,00; 0,014, miliequivalente-grama do nitrogénio; V= volume do &cido cloridrico gasto na
titulacdo, em mL; m = peso da amostra, em g.

Além disso apds incubacdo foram obtidas novas micrografias para avaliar a possivel
ocorréncia de ataque microbiano (biodegradacéo) real para avaliar o perfil de degradabilidade
pelos microorganismos, as micrografias foram obtidas em um Microscopio eletronico de
varredura (MEV) com canhdo de emissao por campo, marca FEI, modelo Quanta FEG 250,
com tenséo de aceleracdo de 1 a 30 kV, equipado com EDS de SDD (Silicon drift detectors),
marca Ametek, modelo HX-1001 (detector Apollo X-SDD). As amostras foram recobertas com
Au na metalizadora, marca Quorum, modelo Q150R, durante 30s, a 20 mA, por plasma gerado
em atmosfera de argénio. Na qual foram fixadas em fita adesiva dupla face de carbono. A

amostra de cera de carnalba foi aterrada com tinta de prata.

2.6. Andlise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o em blocos casualizados (DBC), sendo
quatro tratamentos duas formulacdes de metionina microencapsulada em matriz de cera de
carnalba, nas propor¢des de cera de carnalba e metionina de 2:1 e 4:1, respectivamente, a
metionina e a matriz da cera de carnauba livre usando como repeticéo quatros ovinos canulados
no ramen, em parcelas subdivididas no tempo (0, 3, 6, 9, 12, 24, 48 e 72 horas de incubacéo),
com duracdo de 32 dias, sendo quatro dias para cada ensaio e quatro dias de adaptacdo dos
animais as formulacdes experimentais.

A andlise estatistica para a cinética de degradabilidade in situ foi através do modelo
experimental, tempo de incubacdo do material, animal, periodo e tempo de tratamento x tempo,
na seguinte formula:

Yijk = U + Ti + Bj + A« + Py + (TB)ij+ €iju
em que: Yijx = observacdo do efeito do tratamento i no tempo de incubacgéo J no periodo k; p =
média geral; Ti = efeito do nivel A (tratamento, i = (2:1; 4:1;), Bj = efeito do nivel B [tempo de

incubacéo para a degradabilidade (j =0, ..., 72); Ak = efeito do animal (k =1, ..., 4), P, = efeito
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de periodo (tempo, | = 1, 2); ABij = interacdo entre tratamento i (nivel) e tempo j; e eijx = erro
aleatorio associado a cada observacéo.

Para a interpretacdo dos resultados foi realizada uma analise de variancia e regressao,
adotando-se nivel de 5% de probabilidade, no qual os modelos foram selecionados com base
no coeficiente de determinagéo e na significancia dos coeficientes de regresséo, adotando-se
nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas
pelo pacote computacional SAS (2012).

3. Resultados e discusséo
3.1. Degradabilidade in situ

Os resultados obtidos para as fracdes a, b e ¢, degradabilidade efetiva (DE) e potencial
(DP) estdo exposto na Tabela 1, isto é para os valores de degradabilidade in situ, da matéria
seca, além das equagdes R? N&o houve diferenca significativa (P<0,05) entre as fracdes e
degradabilidade efetiva e potencial nos dois sistemas estudados, havendo diferenga apenas entre
a metionina livre, Tabela 1.

Verificando os dados exposto na tabela 1, observa-se alta degradabilidade potencial e
efetiva da matéria seca da metionina livre, sendo considerada totalmente degradada quando
exposta ao ambiente ruminal, em média 100% para a DE e 97,20% para DP, entretanto os
sistemas microencapsulados 2:1 e 4:1, obtiveram médias de 6,5%, 17% de DE e DP
respectivamente, constatando assim a protecdo dos dois sistemas estudados.

Tabela 2. Estimativas da fracdo soltvel inicial (A), fracdo insoltvel potencialmente degradavel
(B), fracdo indigerivel (C), fracdo potencialmente indegradada (1), degradacdo efetiva (DE) e
degradacdo potencial (DP) da matéria seca.

Tratamentos A(%) B (%) C (%) I (%) DP DE R?

Metionina livre 2,808 9439  0,1537° 2,808 97,200 100® 0,70
Prop_2:1 1,21*®  1582®  0,0597¢  82,96® 17,03® 65° 0,79
Prop_4:1 0,13° 16,13  0,01535* 84,73 16,26  4,1° 0,80

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna, ndo diferem ao teste de Tukey com 5% de probabilidade

Prado (2013), ao estudar a degradabilidade da metionina protegida até o tempo 72 horas,
obteve para as fracdes a, b e ¢, 7,67%, 48,01% e 0,0489% respectivamente, além disso a DE
31,41% e DP 55,68% resultados semelhantes aos de Acosta (2012), ou seja, valores muito
acima do verificado neste trabalho, Tabela 1, confirmando que a cera carnalba atua de forma

mais eficiente ao proteger o aminoacido.
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Quanto a degradabilidade potencial da matéria seca, nos tempos estudados, ndo houve
diferenga significativa para os dois sistemas até o tempo 9 horas, porém nos tempos 12 as 72
horas, houve diferenca significativa (P<0,05), conforme demonstra Tabela 1. Sendo destaque o
sistema 4:1, com apenas 11,27% de degradabilidade no tempo 72 horas.

Tabela 3. Degradabilidade potencial da matéria seca da metionina livre e das duas proporcoes
2:1 e 4:1 nos respectivos tempos (% H)

TEMPOS (H)
Tratamentos
3 6 9 12 24 48 72 R?
Metionina livre ~ 73.46% 82,25 87,77%  91,24* 96,24* 97,17¢ 97,22 0,35
Prop_2:1 1,23* 382> 597° 7,76° 12,44® 1586 16,72° 0,89
Prop_4:1 2,06° 269" 330° 388 594 9,09 11,27° 0,84

Médias seguidas de letras iguais nas colunas, ndo diferem ao teste de Tukey com 5% de probabilidade;

A metionina livre obteve uma degradabilidade alta, desde o tempo 3 (horas), acima de
70%, sendo degradada quase que totalmente nos tempos 48 e 72 (horas), entretanto os sistemas
microencapsulados apresentaram minimo de 1,14%, e 2,03%, mé&ximo de 16,84% e 11,31 para
a Prop_2:1 e Prop_4:1 respectivamente. Os resultados revelam boa protecdo do aminoacido,
com valores ndo degradados de de 83,4% (2:1) e 88,78% (4:1), ou seja, valores promissores,
demostrando assim que a cera de carnalba pode ser utilizada com agente encapsulante para a
metionina, protegendo-a de a¢do dos microrganismos ruminais.

Estudo realizado por Bueno et al. (2003), ao proteger metionina com pelicula de
etilcelulose e acido estearico e analisar a degradabilidade in situ e in vitro constatou uma
efetividade na protecdo in situ de 73,5% no tempo 12 horas, porém essa, caiu para 41,8% no
tempo 24 horas. Entretanto nesse estudo obteve-se uma efetividade em média de 93,3% no
tempo 12 horas, e 87,56% no tempo 24 horas para a 2:1, enquanto que para a 4:1 a protecao foi
de 96,12% e 94,05% nos respectivos tempos.

A Figura 1 a seguir mostra as curvas de degradabilidade de todos os materiais incubados
no rumen dos animais nos respectivos tempos, a metionina livre, a curva é crescente, sendo
logo no tempo 3 horas, atingindo mais de 73% de degradabilidade, isto porque os aminoacidos
essenciais quando disponiveis no ramen sdo rapidamente degradados e utilizados pelas
bactérias proteoliticas (Santos, 2006).

Conforme esperado, a cera de carnalba ndo apresentou degradabilidade no tempo

méaximo de 72 h, confirmando ser um material inerte ao ataque da microbiota ruminal.
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Alguns lipidios ndo sofrem o processo de fermentag&o via rimen, e podem passar inerte
sem alteracOes, no entanto alguns ocorre o processo de hidrolise e bioidrogenacdo, sendo
utilizados pelos microrganismos como fonte de energia (Berchielli, 2006). Nesse estudo nao
houve nenhum dos processos citados, sendo a cera de carnauba um lipidio que néo sofre a acdo
dos microrganismos.

No entanto a degradabilidade observada nesse estudo (Figura 1), foi relativamente baixa
guando comparadas a outros estudos utilizando lipidios como protetor para aminoacidos. Bueno
et al (2003), Koenig e Rode (2001), obtiveram valores semelhantes da efetividade da protecao
da metionina (24 horas) em torno de 41,8%, enquanto que nesse estudo obteve-se 87,56% para
2:1 e 94,05% para 4:1, como pode ser observado na Figura 1.

DEGRADABILIDADE
A
(o]

N o o

V.
v v v \ g

0 3 6 9 12 24 48
TEMPO DE PERMANENCIA NO RUMEN EM HORAS (H)
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Figura 1. Degradabilidade Potencial (DP) dos produtos avaliados, em funcdo do tempo

de permanéncia no ramen (h). (¢ cera pura, m metionina livre, APro 2:1, x Prop_4:1).

3.2. Perfil de liberacao de nitrogénio
Os valores obtidos em cada fracdo (a, b, ¢ e i), degradabilidade efetiva e potencial da
proteina bruta estdo expostos na Tabela 3. Houve diferenga significativa em todas as fraces
estudadas (P<0,05), além da degradabilidade efetiva e potencial para os dois sistemas.
Ao verificar os dados abaixo observa-se um baixo potencial de degradabilidade, da
proteina bruta, fracdo b, sendo a fracdo i, acima de 90% para os dois sistemas. A

degrababilidade efetiva e potencial dos dois sistemas foram em media 4,35% e 9,5% (prop_2:1),
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2% e 5,07% (prop_4:1), valores relativamente baixos, demostrando a eficiéncia da protecéo do
ndcleo.

Tabela 4. Estimativas da fracédo solavel inicial (a), fracdo insolivel potencialmente degradéavel
(b), fracdo indigerivel (c), fracdo potencialmente indegradada (i), degradacdo efetiva (DE) e

degradacéo potencial (DP) da proteina bruta

Tratamentos A(%) B (%) C (%) | (%) DP DE R?
Prop_2:1 0,362 9,168  0,0468* 90,4720  954¢ 435 0,91
Prop_4:1 0,06° 501°  0,0249°  9497°  5,07° 2,0° 0,92

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna, ndo diferem ao teste de Tukey com 5% de probabilidade;

Na Tabela 3, é possivel observar a degradabilidade potencial da proteina bruta nos
respectivos tempos, verificando-se diferenca significativa (P < 0,05) em todos os tempos entre
as duas formulacdes, destacando que a prop_4:1 teve menor perda de proteina bruta, sendo,
portanto, mais eficiente o processo de microencapsulacdo, o maior tempo (72 h), a média para
a prop_2:1 foi de 9,035% e para a prop_4:1, 4,2%, confirmando alta eficiéncia de protegdo da
prop_4:1.

Tabela 5. Degradabilidade potencial da proteina bruta (PB) das duas proporcdes 2:1 e 4:1 nos

respectivos tempos (% H)

TEMPOS

Tratamentos 3 6 9 12 24 48 72 R?
Prop_2:1 2,288 321* 401*° 469 6,620 838 9047 0,96
Prop_4:1 1,08 136> 161> 185"  262° 363" 420° 097

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna, ndo diferem ao teste de Tukey com 5% de probabilidade;

De acordo a (NRC, 2001), a protecdo de aminoacidos com polimeros sensiveis a pH,
proporciona uma elevada protecdo da acdo de microrganismo ruminais com boa liberacdo
intestinal, sendo, tal protecdo, um sistema independente de funcdo enzimatica, dependente
apenas das diversidades do pH, entre rimen e abomaso.

Os polimeros sdo considerados a mais efetiva tecnologia usada para protecdo dos
aminoacidos, entre 70 e 80% de protecdo dos microrganismos ruminais (Lee, 2012). A protecao
com matriz lipidica permite um grau razoavel de protecdo da agdo dos microrganismos ruminais
(NRC, 2001).

Entretanto, nesse estudo obteve-se um elevado grau de protecéo no nucleo (metionina)
utilizado matriz lipidica (cera de carnauba tipo I). A degradabilidade efetiva e potencial foram

de 4,35%, 9,5% e 2%, 5,07% para prop_2:1 e prop_4:1 respectivamente (Tabela 3), ou seja,
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baixa degradacdo da proteina bruta, aléem disso a efetividade da prote¢do do ndcleo foi de 91%
para a prop_2:1 e 95,8% para a prop_4:1, (Tabela 4), resultados que contradizem Melo (2006)
e a NRC (2001).

A curva de liberacdo de nitrogénio ocorreu de maneira semelhante para os dois sistemas,

porém em quantidade diferentes, (Figura 2).

3,5

w
4
L 2
L 4

L 4
L 2
L 3

J

N~
(6]

N

LIBERACAO DE N (%)
o |
I3 = [3;

(@)

0 3 6 9 12 24 48 72
TEMPO EM HORAS (H)

——2:1 w41

Figura 2. Perfis de liberacdo do Nitrogénio dos dois sistemas microencapsulados, 2:1 e
4:1, em funcdo do tempo.

A curva segue em forma decrescente em funcdo do tempo, onde a diferenca entre o
tempo zero e 72 horas foi apenas de 8,7% e 4,9% de perda para 2:1 e 4:1 respectivamente, 0s
nacleos das duas formulagdes mantiveram-se em mais de 90%, destacando a 4:1, onde a
conservacao do nucleo no periodo de até 72 horas foi de acima de 95%.

Noguera et al. (2015) em estudo utilizando ureia protegida com polimero (UP) e
carbonato de célcio (UCC) de liberacdo lenta, observou baixa liberacdo de nitrogénio, com
destaque para o UCC, onde obteve 60% de efetividade da protecdo em 24 horas. Ribeiro et al
(2011), Chegene (2013), Paula et al., (2009), revestiram ureia com polimero para liberagéo
controlada, os mesmos obtiveram resultados semelhantes, de 1 a 4 horas com alta grau de
liberacdo de nitrogénio e estabilidade a partir das 9 horas. Nesse estudo, os resultados atestam

que foi possivel manter uma menor taxa de liberacdo ao longo de todo o intervalo de tempo
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investigado., demostrando a eficdcia do método de microencapsulacdo com matriz lipidica
(Figura 2).
3.3. Avaliacdo da ocorréncia de biodegradacao por microscopia eletrénica MEV
As micrografias eletronicas de varredura foram obtidas para as formulagcbes 2:1 e 4:1

no tempo 72 horas, pés teste in situ (Figuras 3 e 4).

——— 100 pm

FEI Quanta FEG 250 - LMMA - UFPL

Fiura 3. Mlcror

det
kv 20, FE 1A - UFPI 5. 414 FEI

Figura 4. Micrografia da formulacdo 4:1 obtida antes (direita) e apos o teste in situ (esquerda).

Foram escolhidas as imagens que melhor representaram cada formulagdo e comparadas
com as micrografias realizadas antes da degradabilidade. As micrografias antes e apos
degradabilidade nas duas formulagfes 2: 1 e 4:1, ndo houve diferenca entre ambas, ou seja, as
micrografias apds teste in situ ndo apresentaram sinais de biodegradacdo, mantendo assim sua
integridade, reforcado a justificativa de que a cera realmente é um produto pelo qual protege o
aminoacido da acdo de microrganismos. Entretanto, o tempo 72 horas houve uma perda de
nitrogénio em média de 8% e 5% nas prop_2:1 e 4:1 respectivamente, essa perda pode ser
atribuida a quantidade de aminodacidos que ficaram na superficie dos microencapulados, pelo
qual foram utilizados pelos microrganismos, mantendo o nucleo intacto. De acordo Lopes

(2005), a biodegradacéo e difusdo sdo os meios pelo o qual os microrganismos ruminais
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degradam materias encapsulados em matriz lipidicas, ocorrendo sempre um meio que prevalece
sobre o outro, entretanto nesse estudo nd&o houve nenhum desses meios usados pelos

microrganismos, o material manteve sua integridade até o tempo 72 horas.

4. Concluséo

A técnica de microencapsulacéo utilizada (Melt emulsification) apresentou-se adequada,
propriciando altos rendimentos, além de ser um método barato, rapido e de simples execucao.
A cera de carnauba mostrou-se eficaz como agente encapsulante para metionina, com alta
retencdo deste nucleo, oferecendo protecdo frente aos microrganismos ruminais, menor
degradacdo e consequentemente, absorcdo a nivel intestinal, diminuindo desvantagens
financeiras e nutricionais do uso direto deste aminoacido. Ambas as formulacdes investigadas

apresentaram resultados promissores, com destaque para a formulacéo 4:1.
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de aminoécidos protegidos na dieta de ruminantes € uma excelente
alternativa para maximizar a producédo, em destaque a producéo de ruminantes onde a exigéncia
de metionina e lisina é bastante alta. O uso da cera de carnalba como agente encapsulante para
metionina mostrou-se eficaz na protecdo deste aminoéacido, protegendo-o da degradacdo
ruminal. Vale salientar a importancia de continuar e aprofundar as investiga¢des em relacéo a
disponibilidade do material microencapsulado no abomaso, ou seja, a protecdo do mesmo foi
muito eficaz via rimen, porém sua digestibilidade no abomaso precisa ser averiguada, uma vez
que, por ser um material lipidico (hidrofébico), sofre influéncia do pH e da acdo de enzimas
presentes nesse Orgao.
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