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Calorimetria, caracteristicas
fisico-quimicas e liberagcao de
nitrogénio de ureia extrusada

Noemila Debora Kozerski, Luis Carlos Vinhas itavo™, Camila Celeste Brandio Ferreira itavo,
Gelson dos Santos Difante, Alexandre Menezes Dias, Lincoln Carlos Silva de Oliveira,

Elias Nogueira de Aguiar, Alexandre Guimaraes Inacio, Antonio Leandro Chaves Gurgel &
Geraldo Tadeu dos Santos

Nossa hipotese foi que a extrusdo de ureia associada com milho pode reduzir solubilizagio de N e
aumentar a qualidade nutricional desse alimento para ruminantes. Nosso objetivo foi caracterizar
fisica e quimicamente uma mistura de milho e ureia antes e depois do processo de extrusdo. As
diferencas morfoldgicas foram avaliadas por meio de microscopia eletronica de varredura,
solubilizagdo de nitrogénio e perda de massa composta por termogravimetria. Na microscopia
eletronica de varredura, a ureia extrusada mostrou estruturas aglomeradas e definidas, com
mudancgas na morfologia de granulos de amido e cristais de ureia, diferindo do arranjo da mistura de
milho e ureia. A area extrusada manteve um padrio de liberagido constante de nitrogénio por até 360
min. Na termogravimetria, a ureia extrusada apresentou uma temperatura mais alta para comecar a
perder massa, ou seja, o desaparecimento do material com o aumento da temperatura, mas a perda
de massa foi menor quando comparada ao primeiro evento da mistura de milho e ureia. Conclui-se
que o processo de extrusio de ureia com milho modifica as estruturas originais desses ingredientes e
controla a liberagdo de nitrogénio da ureia, mantendo na sua formacdo uma fonte de energia
otimizando o uso de nitrogénio por bactérias ruminais, porque quanto mais sincronizada a liberagao
de amido (energia) e nitrogénio, melhor o uso por microrganismos ruminais.

O uso de ureia como uma fonte de nitrogénio ndo proteico (NNP) para ruminantes é difundido e
tem sido universalmente aceito como um ingrediente barato para substituir fontes de proteinas
veganas nas dietas ruminais1, pois as bactérias ruminais tem a habilidade de converter amodnia
(NHs) para a proteina microbiana de alto valor biolégico quando sincronizada com energia
disponivel2. Com o crescente uso de concentrados e ureia na dieta ruminante, houve uma
intensificagdo de estudos sobre o desenvolvimento de produtos que controlavam a liberagao de N a
partir da ureia e um produto de amido extrudado foi desenvolvido, cereais com ureia3,4 e um
equivalente de 45% de proteinab. O processo de extrusao consiste na fusdao da ureia com a molécula
de amido gelatinizado, por meio da exposicao a pressao, temperatura e umidade por um certo
tempo, obtendo a ureia extrusada chamada starea. A ureia passa de uma estrutura cristalina para
uma nao-cristalina, a qual é encontrada na porgao gelatinizada do amidos-s.

Essa pratica pode aumentar a velocidade da fermentagdo do amido ruminante e reduzir a
intensidade da liberacdo de amonia pela ureia, sincronizando tanto os fatores para sintese proteica
microbials e aumenta a aceitagdo da ureia em animais em concentradosz. A melhora das técnicas de
producao de ureia extrusada, aumento de proteina equivalente a 200% dos niveis de proteina bruta
(PB) e utilizagdo para varios propdsitos produtivos em ruminantes tem se intensificado,
demandando pesquisas com o objetivo de caracterizar as modificagdes que o processamento
promove nos ingredientes usados, a medida que a demanda pelo uso de produtos alternativos em
dietas ruminantes esta aumentando.
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Figura 1. Microscopia eletronica de varredura em um aumento de 27 e 2000 vezes na ureia (a e b),
milho moido (c e d), mistura de milho e ureia (e e f) e ureia extrusada (g e h). (*) Granulos de amido.
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Figura 2. Solubilidade de nitrogénio (mg/dL) em dgua como uma fung¢ao do tempo de
incubagao in vitro a 39 °C.

No entanto, comparagdes entre ureia e starea (ureia extrusada) quanto a libera¢do de nitrogénio em
cordeiros8,9 ou em vacas lactantes10 apresentou resultados diferentes, ndo permitindo que se
chegasse a uma conclusao sobre o assunto. E sabido que, em novilhos em terminacdo, uma
concentragdo menor de amonia ruminante é observada no tratamento com starea quando
comparada a uma mistura de ureia com sorgo grosso depois de sete dias de alimentacdo11. Assim,
a hipotese desse estudo é que a ureia extrusada pode reduzir a solubilizacdo de N quando
comparada a ureia misturada com milho. Dessa forma, o objetivo foi avaliar as caracteristicas da
ureia extrusada e as comparar com o milho e com a ureia misturada antes do processo de extrusao.

Resultados

Microscopia eletronica de varredura (MEV). Ureia, em sua forma original, tem formas esféricas
(Fig.1a e b). O milho moido inteiro se configura em uma estrutura dispersa, sendo possivel
evidenciar os granulos de amido, definidos por formas arredondadas (Fig.1c e d) A mistura de
milho e ureia é dispersada na faixa de carbono, sem ter uma forma definida, com a presenca de
granulos de amido, definidos por formas arredondadas e estruturas cristalinas brilhantes de ureia
(Fig.1e e f). Na amostra de ureia extrusada, estruturas com formas e aglomerados definidos sdo
observadas, formando uma estrutura complexa (Fig. 1g e h).
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Solubilidade de nitrogénio in vitro. O pico da liberagdo de N da amostra de milho e ureia (Fig. 2)
ocorre em até 30 min (Ycomfandfureaimixture= 2,8219—0, 2059X, Ro= 0,6722)

A redugao na taxa de solubilizagao de nitrogénio em meio aquoso da amostra de ureia extrusada
(Fig. 2) evidenciou a solubilizagdo mais lenta de N comparada a amostra de mistura de milho e

ureia (Yextrudediurea = 2,0578—00565X, Ro= 0,2313)

Termogravimetria e termogravimetria derivada. A amostra de ureia foi caracterizada nas curvas
TG e DTG em cinco estagios simultaneos, ou seja, as rea¢gdes a um evento nao terminam com o
inicio do proximo evento. Isso é evidente no primeiro e segundo estagios, os quais iniciam a
decomposicao de ureia em temperaturas entre 133,0 e 180,5 C, com perda da maior parte da massa,
estimada em 72,97% (Tabela 2). Esses estagios se caracterizaram pelo pico rapido e estreito de DTG

(Fig. 4).
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Figura 3. Sobreposi¢ao de curvas TG de ureia, milho moido, mistura de milho e ureia e ureia
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Figura 4. Sobreposi¢ao de curvas DTG de ureia, milho moido, mistura de milho e ureia e ureia

extrusada.
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Os estagios trés e quatro (Tabela 2), caracterizados por picos de DTG, mantiveram a concorréncia
com menor perda de massa do que o primeiro e segundo estagios. O quinto estagio apresentou um
pico de DTG mais largo (Fig. 4), o que caracteriza o fim da decomposicao de ureia.

A amostra de milho inteiro moido ndo mostrou estabilidade (Tabela 2). O segundo estagio se
caracterizou por uma perda rdpida de massa deixando compostos matriciais, demostrada por um
pico estreito e rapido (Fig. 4). Nesse evento, a temperatura do pico DTG indicou que a reagdo
ocorreu rapidamente em 310,86 °C (Tabela 2). O terceiro evento se caracterizou por uma lenta
reacao de pico de ampla derivada correspondendo as interacdes fisicas ou quimicas com a matriz da
amostra (Fig. 3).

A amostra de mistura de milho e ureia, e a ureia extrusada, apresentaram trés estagios (Tabela 2
e Fig. 3). Nenhuma das amostras apresentou estabilidade constante, indicando a perda de 4gua
causada pela presenga de milho, incluida na mesma proporgao em ambas as amostras (26,8%).

Na amostra composta de milho e ureia, a decomposi¢ao comegou a aproximadamente 103,5 °C e
a ureia extrusada a 136,2 °C, com a perda de massa registrada nas duas amostras na proporcao de
54,9% e 50,5%, respectivamente (Tabela 2).

Comportamento semelhante foi observado no segundo estagio na curva DTG (Fig. 4) de
amostras de mistura de milho e ureia e ureia extrusada (Fig. 3), mas a temperatura no comego da
variagao de massa (Tabela 2) foi mais alta para a ureia extrusada (231,7 °C) que para a amostra de
mistura de milho e ureia (228,3 °C).

Componentes (g/kg DM) Mistura | Ureia
extrusada

Matéria seca (g/kg) 961,4 961,0
Matéria organica 995,4 995,7
Proteina bruta (n-total x 6,25) 2040,4 2029,7
NPN (Fragao A) 292,3 298,1
CP de NNP (Fragao A) 1826,7 1863,3
N solavel (Fracao B1) 17,1 13,3
CP de N (Fragao B1) 106,9 83,2
N-Proteina verdadeira (Fracao B2) 8,83 5,22
CP de N (Fragao B2) 55,2 32,7
N-Proteina verdadeira (Fragdo B3) 2,2 2,4
CP de N (Fragao B3) 13,7 15,0
Detergente insoltvel neutro N 7,9 7,8
Detergente insoluvel acido N (Fragao 6,1 57
)

CP de N (Fragao C) 37,9 35,6
Extrato etéreo 32,5 31,6
Carboidratos totais 271,1 278,4
Carboidratos nao-fibrosos 194,5 218,0
fibra em detergente neutro 52,0 32,5
fibra em detergente acido 21,6 18,3

Tabela 1. Caracteriza¢do nutricional da mistura de milho moido e ureia e ureia extrusada.
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Amostra Estagi | Ta (°C)1 | Tv (°C)2 | Perda de peso | Residuo (%)
o (%)
1 133,0 190,4 0,2
2 180,5 206,0 72,9
Ureia 3 213,9 243,1 13,4 0,47
4 257,0 288,3 11,8
5 305,1 369,2 1,9
1 37,2 212,6 12,3
Grao de milho 2 225,6 310,8 61,2 1,3
moido 3 3725 |49%,6 236
1 103,5 188,7 54,9
Mistura de milhoe |2 228,3 296,2 31,07 0,32
ureia* 3 3357 [5139 |1562
1 136,2 194,5 50,57
Ureia extrusada* 2 231,7 294,9 34,32 0,34
3 336,2 524,5 14,65

Tabela 2. Caracterizagao dos passos, temperatura de inicio da perda de massa, temperatura da maior
taxa de reagao, perda de massa e residuo de ureia, milho moido, mistura de ureia e milho moido e
ureia extrusada em atmosfera de ar com taxa de aquecimento de 10 °C por minuto-1. iTemperatura
obtida pelo método da temperatura da perda de peso. 2Temperatura de pico DTG. *200% equivalente
proteico (700 g/kg de ureia, 268 g/kg de milho inteiro moido e 32 g/kg de flor de enxofre).

O terceiro estagio mostrou similaridades na decomposicdo de massa (Tabela 2) na amostra de
mistura de milho e ureia, e ureia extrusada (15,6 e 14,6%, respectivamente) e, no DTG (Fig. 4), o pico
derivado foi mais extenso quando comparado aos primeiros passos.

Discussao

Usando as imagens obtidas da MEV, é possivel diferenciar morfologicamente que o processo de
extrusdo altera as estruturas originais da ureia (Fig. 1a e b) e milho (Fig. 1c e d), atribuido a forma
espessada e as modificagdes como o desaparecimento de granulos de amido. (Fig. 1h), que foi
possivelmente causado pela alta pressao, temperatura e umidade. A extrusao gelatinizou o amido e
envolveu a estrutura nao-cristalina da ureia, a qual formou uma estrutura complexa. Essas
caracteristicas da ureia extrusada tornam a liberacdo de N mais lenta e gradual (Fig. 2), o que pode
melhorar a utilizagao pelas bactérias ruminais: e, associada com a fonte de energia do amido de
milho, pode aumentar a sintese das proteinas microbiais nos animais ruminantes.

A rapida solubilizagdo de N da amostra de milho e ureia é evidenciada pela manutencao das
formas originais obtidas pelas imagem MEV (Fig. le e f) e cerca de 90% da amostra de nitrogénio é
representada pela fragdo A, a qual é o nitrogénio soltivel ndo-proteico da ureia (Tabela 1). Esse
comportamento indica que o carboidrato deve ser rapidamente soltivel em quantidade suficiente
para sincronizar com o NHj; e promover a sintese de proteinas microbianas. A constancia da
liberacdo de N em outros tempos sdo contribuigdes de fra¢des B1, B2 e B3 de milho N (Tabela 1), que
sdo fragdes mais degradadas.

A reducao na taxas de solubiliza¢ao de nitrogénio no meio aquoso da amostra de ureia extrusada
(Fig. 2), com a fra¢ao uniforme A representando 90% do nitrogénio presente na amostra (Tabela 1),
pode ser evidenciada no agrupamento de estruturas observado na Fig.1 (g e h), o qual configura a
mudanga estrutural de amido e ureia depois do processo de extrusao. A maior parte de N presente
nas amostras pertencentes a fragdo A da proteina também justifica o pico de liberacdo de N por
volta de 30 min. O padrao constante de liberagao de N, observado até 360 min, permitiria que a
amonia livre do rumen fosse usada por microrganismos do rdmen junto com carboidratos
degradaveis no rimen em velocidades diferentes para sintetizar a proteina microbial e prevenir a
perda de NHs.
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A taxa de liberacdo de N deve ser dependente da taxa de degradacdo da fonte de carboidrato,
onde a producdo de amonia em sinergia com o metabolismo energético do contetido ruminal é um
fator decisivo na formacao de proteina ruminale.

O excesso de N devido a alta solubilidade de ureia (Fig. 2) pode, além de causar toxicidade,
constituir um desperdicio de energia, pois requer energia para eliminar a amonia em excesso no
sangue, impactando negativamente o ambiente, com implicagdes econdmicas e de satider2.

A eficiéncia de utilizagdo de proteinas em ruminantes pode ser melhorada mantendo
quantidades adequadas de NNP e manejo alimentar com o uso de ureia extrusada na dieta de
bovinos. Até o nivel de 80 g/100 kg de peso corporal de suplementacdo de ureia extrusada (starea
com proteina equivalente a 200% PB) nao ha influéncias negativas sobre o ambiente ruminalis.

A industria melhorou para facilitar o uso de NNP em dietas de ruminantes, como o processo de
extrusdo de ureia, para prevenir envenenamento por amodnia e aumentar a disponibilidade de
nitrogénio para sintese microbialis. A amostra de ureia mostrou que a estabilidade térmica para seu
ponto de fusao em 133,0°Cis.

Quanto menor a perda de massa na amostra de ureia, nos estagios trés e quatro (Tabela 2), isso
demonstra que as reagdes complexas de polimerizagao e despolimerizacdo de compostos de alta
massa molecular ocorreram e continuaramae.

Os produtos gasosos gerados pela pirdlise de ureia sdo entre temperaturas de 132 a 190 °C.
Resultados experimentais mostram que, de 132,5 a 160 °C, ureia s6 estava envolvida em reacdes de
consumo. Reagdes de formacao de biureto e 4cido ciantrico, ao invés da decomposi¢ao de ureia,
ocupam a maior parte do consumo de ureia. Acima de 160 °C, a reagdo dominante passa para a
formagao de decomposigao de cianeto, enquanto o ponto de temperatura de conversao do biureto é
170 °C. A produgao de NH; flutua entre 132,5-170 °C, mas continua a subir entre 170 e 190°Ci7. Em
atmosferas com 5% ou 10% de O, a producdo mais alta de NHs foi atingida em 200Cis. A
instabilidade da amostra de milho inteiro moido foi caracterizada pela perda de agua,
possivelmente pela hidrolise de amido (Tabela 2). O segundo estagio foi caracterizado por uma
perda de massa de compostos de matriz que saem rapidamente (Fig. 4), possivelmente pela
decomposicdo de carbonos de cadeia larga e houve poucas intera¢des fisicas ou quimicas entre o
composto que sai e a matriz da amostrass.

A presencga de agua influenciou a estabilidade térmica da amostra de mistura de milho e ureia,
pois age como um plastificante nos cristais de amido, o que pode diminuir a temperatura transigao
do vidro e, consequentemente, a temperatura de derretimento dos cristaisis, como evidenciado na
amostra inteira de milho (Fig. 3).

O atraso no inicio da decomposi¢ao da ureia extrusada e diminui¢do da perda de massa se da
possivelmente pela gelatinizacdo do amido, o que, depois desse processo, perde a organizagao
original de sua estrutura, ligagdes de hidrogénio sdo quebradas, com fusao cristalinas, sendo o grau
de gelatinizagdo maior para alimentos extrusados, pois as temperaturas usadas no processo sao
mais altas, até 250 °C em comparagao com 60-95°Cis. Além disso, a farinha de milho produzida pelo
processo de moagem a seco do grao do milho tem, em sua composi¢do, uma propor¢ao maior de
amido, entre 50 e 55%, 10% proteina e 1% lipidio2o.

No segundo estagio da curva DTG (Fig. 4), a temperatura do inicio da variagdo de massa (Tabela
2) foi mais alta para a ureia extrusada, o que indica que o processo de extrusdo atrasa a perda de
massa.

A caracterizagao da ureia extrusada fornece um comportamento detalhado do produto durante o
uso, o que permite sua inclusdo de acordo com as caracteristicas do animal e diferentes manejos
nutricionais.

Conclusoes
Nos recomendamos o processo de extrusdo para reduzir a solubilizacdo de N de produtos de
nitrogénio e aumentar a qualidade nutricional do produto final. O processo de extrusao da ureia e
milho para obter a ureia extrusada (starea) modifica a estrutura, aumenta a qualidade pela
gelatinizagdo do amido e complexacdo com os cristais de ureia, prevenindo a rapida solubilizagao
do nitrogénio.

Materiais e métodos

Amostras e caracterizagdo nutricional Amostras de dois produtos, chamada de mistura de milho
e ureia, foram usadas, correspondendo a mistura de ingredientes antes da extrusdo e ureia
extrusada—Starea (Amiréia Pajoara 200S). O processo de producdo de ureia extrusada consiste na
complexacdo da ureia com uma molécula gelatinizada de amido, usando pressdo, temperatura e
umidade, obtendo assim o starea. As duas amostras, com uma proteina equivalente a 200%, foram
compostas de ureia de gado, grao de milho moido e flor de enxofre nas propor¢des de 70%,26,8% e
3,2%, respectivamentes.
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Os dois ingredientes foram mandados para analise quimica no tamanho original da particula para
testar o efeito de processamento. A matéria seca (DM; Tabela 1) foi determinada pela secagem em
um forno a 105 °C durante a noite (método 930,1521) O contetido total de nitrogénio foi qualificado
pelo método Kjedahl usando o destilador TE-036/1 (Tecnal,Piracicaba, Brasil) (método 976.0521). A
determinacdo do extrato etéreo foi feita em um extrator Ankom XT 10 (Ankon Technology, NY,
USA). O conteudo de cinzas foi determinado com um incinerador muffie (método 942,0521) e o
conteddo de matéria organica (OM) foi calculado pela diferenca entre 100 e a porcentagem de
cinzas. Para determinar o contetido de fibra em detergente neutro (NDF)2, a-amilase termoestavel
(Termamyl 120 L Sigma-Aldrich, 3050 Spruce Street, Saint Louis, MO, USA) e os resultados foram
expressos em cinzas residuais. A porcentagem dos carboidratos totais (TC) 23 e dos carboidratos
nao-fibrosos (NFC)24 foi determinada.

Fragdes de proteina foram determinadas de acordo com a metodologia25 descrita com a fragdo A
correspondendo a NPN, Bl correspondendo a proteina soluvel verdadeira, B2 o N a proteina
verdadeira insoltivel no rimen, mas nao ligada a NDF, B3 correspondendo a fibra potencialmente
disponivel N-ligada (nitrogénio insoltivel em detergente neutro) e, C, a por¢ao indisponivel, ligada
a lenhina (nitrogénio insoltivel em detergente acido).

Observacdes da microscopia eletronica de varredura (MEV). O estudo da morfologia amostral
(Fig. 1) foi feito pelas medigdes de microscopia eletronica de varredura (MEV) no equipamento
JEOL modelo JSM 6380LV no Instituto de Fisica da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul
(INFI/UEMS).

Amostras na forma original de ureia, grao de milho moido, mistura de milho e ureia, e ureia
extrusada foram dispersados em uma fita de carbono de dois lados para fixa¢ao ao topo de um toco
de cobre. O conjunto foi levado para a camara de pulverizagao catédica (modelo Denton Vacuum,
Desk III) para a disposi¢do de uma fina camada de ouro na superficie das particulas de poeira para
obter uma melhor resolucdo de imagem MEV e aumentar a condutividade da amostra para evitar
os efeitos do carregamento eletrdnico que atrapalham a resolucdo da imagem. Para a analise, uma
voltagem de 15 kV, distancia de trabalho (WD) de 12 mm e ponto de tamanho 20 foram usados.
Leituras foram feitas e imagens foram gravadas em aumentos de 27 e 2000 vezes para fins de
comparagao morfoldgica.

Solubilidade de nitrogénio in vitro. Para estimar a liberagdo de nitrogénio (N) em diferentes
produtos, o método Kjeldahl foi usado para determinar o nitrogénio total, com modifica¢desi.

Inicialmente, 2 g da amostra composta por milho moido e ureia e ureia extrusada (starea) foram
embalados em vidros de 500 mL de capacidade. Entao 200 mL de 4gua destilada foram adicionados
e as amostras foram levadas ao banho-maria (39,5 °C). O tempo total de analise foi de 360 min, e
uma aliquota de 2 mL (em triplicado) foi removida do sobrenadante nos tempos 0, 30, 60, 120, 180,
240, 300 e 360 min, de acordo com a metodologia descrita para Itavo et al.e.

Essas aliquotas foram embaladas em tubos digestivos contendo 5 mL de 2 N de hidréxido de
potassio (KOH) e 13 mL de agua destilada. Na sequéncia, os tubos digestivos foram levados para o
destilador de nitrogénio (TECNAL— TE-036/1). No mesmo equipamento, um Erlenmeyer contendo
10 mL de acido bérico 2% foi acoplado e, entdo, a destilagdo ocorreu até obter 75 mL de solugao.

Finalmente, titulagdes das solugdes recuperadas foram feitas no destilador, com 0,005 N de acido
cloridrico (HCI) usado até o ponto de mutagao das solucdes ser obtido. Com a destilagao, titulagao
também foi feita em triplicado para cada produto e para cada tempo de andlise. Também foi
realizado um ensaio em branco (somente agua destilada) no comego de cada tempo de analise para
verificar contaminagao do aparelho.

Os dados obtidos com as titulagdes foram submetidos a seguinte equagao: Concentracdo de N
(g/dL) = volume de HCI usado x fator de corre¢ao de HCI x 0,005 x 0,014 x 100/2.

Mensuragdes de termogravimetria e termogravimetria derivada. As curvas de
termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada (DTG) das amostras de ureia original, milho
inteiro moido e mistura de milho e ureia, e ureia extrusada foram determinadas com um analise
termogravimétrica TGA Q50 V20.13, Build 39 (New Castle, EUA), no Instituto Quimico da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul. Cerca de 6,0 mg de cada amostra foi pesado numa
célula de platina e os testes foram realizados em uma atmosfera de ar sintético, com uma taxa de
aquecimento de 10 °C min-1, a partir de uma temperatura ambiente até 900 °C. As temperaturas nas
quais a taxa de decomposi¢do da amostra foi maxima (Td) foram obtidas pelas curvas DTG. Os
dados foram analisados usando o programa Advantage/ Universal Analyzes v5.5.24 da TA
Instruments.
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