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Efeito da Monensina e Extrato de Propolis sobre a Producédo de Amdnia e
Degradabilidade In Vitroda Proteina Bruta de Diferentes Fontes de Nitrogénio

Juliana Silva Oliveiral, Rogério de Paula Lana?, Arnaldo Chaer Borges3, Augusto César
de Queirozz, Ivan Carlos C. Almeida*

RESUMO - Este experimento foi conduzido com o objetivo de avaliar a fermentac8o da proteina de trés fontes de nitrogénio
(tripticase, farelo de soja e farinha de peixe), com ou sem monensina ou extrato de propolis. Foram feitas incubagdes utilizando 7,2 mL
de tamp&o de McDougall, 2,0 mL de inéculo, 0,2 mL de solucdo etandlica contendo ou ndo monensina ou propolis e 84,4, 150 ou
112,5 mg/10 mL de tripticase, farelo de soja e farinha de peixe, respectivamente, em arranjo fatorial 3x3. Os frascos foram incubados
anaerobicamente a 3°C em banho-maria durante 120 horas, coletando-se amostras do meio ao longo do tempo de incubagdo para
determinacdo de aménia, proteinamicrobiana, proteina solivel e degradabilidade daproteina. A farinhade peixe causou menor producéo
deamoniaqueatripticaseeofarel o de sojanotratamento control e, devido asuamenor degradabilidade. Tanto amonensinacomo aprépolis
reduziram aproducdo de ambnianos tratamentos contendo tri pticase e farel o de soja, induzindo ao acimul o de proteinasol Gvel no meio
de incubacdo. A sintese de proteina microbiana foi similar para os trés alimentos, com presenga ou ndo dos inibidores, exceto no caso
da prépolis que a estimulou no tratamento contendo farinha de peixe. Observou-se maior degradabilidade da proteina bruta nos
tratamentos controle para o farelo de soja (73%), em relagdo afarinha de peixe (42%). A monensina reduziu a degradacéo da tripticase
e do farelo de soja, pelainibicdo da producdo de ambnia, e a propolis aumentou a degradagdo da farinha de peixe, pelo aumento da
concentracdo de proteina solUvel no meio. Devido ao efeitoin vitro da propolis sobre a atividade de fermentacao, ha necessidade de
realizac8o de pesquisas para verificar o efeito da mesma sobre a fermentag&o ruminal e sobre o desempenho dos animais.
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Effect of Monensin and Propolis Extract on Ammonia Production and in vitro
Degradability of Crude Protein of Different Nitrogen Sour ces

ABSTRACT - This experiment had as objective to evaluate protein fermentation of three nitrogen sources (trypticase, soybean
meal and fish meal), with or without monensin or propolis extract addition. Incubations were done by using 7.2 mL of McDougall buffer,
2.0 mL of inocula, 0.2 mL of ethanolic solution with or without monensin or propolis and 84.4, 150 or 112.5 mg/10 mL of trypticase,
soybean meal and fish meal, respectively, in a3x3 factorial arranjement. The flasks were incubated anaerobically at 39°C in water bath
during 120 hours, and samples were collected from the media over time for ammonia, microbial protein, soluble protein and protein
degradability determinations. Fish meal caused lesser ammonia production than trypticase and soybean meal in control treatment, due
toitslower degradability. Monensin and propolisdecreased ammoniaproduction in the trypticase and soybean meal treatments, leading
to accumulation of soluble protein in the media. The microbial protein synthesis was similar among the three feed sources and with
presence or absence of inhibitors, except in the case of propolisthat estimulated synthesisin thefish meal treatment. There was greater
protein degradability of the control treatment for soybean meal (73%) than fish meal (42%). M onensin reduced degradation of trypticase
and soybean meal, by inhibiting ammonia production, and propolis increased degradation of fish meal, by increasing soluble protein
concentration in the media. Due to thein vitro effect of propolison fermentation activity, it isnecessary to carry out researchesin order
to verify its effect on ruminal fermentation and animal performance.
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Introducéo formagdo dos carboidratos estruturais, principais
constituintesdasgramineas, em &cidosgraxosvol &eis,

Os microrganismos ruminais sdo de fundamental gue sdo fontes de energia disponiveis para absorcéo
importancia para 0s animais ruminantes, pela trans- pelo sistema digestivo. Os microrganismos ruminais
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contribuem ainda com o suprimento de proteinas e
vitaminas aos animais, apos a digestéo e absor¢do
das mesmas no intestino delgado. Dai, aimportancia
de se saber cada vez mais sobre a sua atividade
dentro do rumen.

As bactérias celuloliticas tém como principal
fonte de nitrogénio (N) a ambnia, que resulta do
processo fermentativo da proteina. No entanto, quando
aconcentracdo de amodnia esta em excesso no fluido
ruminal, essa ndo é utilizada eficientemente para a
sintese microbiana (Satter & Slyter, 1974), o que
resultara no aumento da excrecéo de N, aumentando
0 custo energético de producéo de uréia (Russell et
al., 1992). Além disso, 0 excesso de ambnia serd
excretado via urina, podendo contaminar solos e
cursos d’'dgua(Yeck et a., 1975; Nolan et a., 1976).

Os intermediérios da producéo de ambnia sdo 0s
aminoacidos e peptideos, que sdo provenientes da
guebra da proteina soltvel do aimento através de
enzimas microbianas ruminais, sendo 0S Mesmos
incorporados a proteina microbiana ou desaminados.
Porém, ao se ter quebra excessiva de peptideos, os
mesmos nao sdo assimilados totalmente, ocorrendo
perda desses na forma de aménia. Uma forma de
reduzir essa perda de nitrogénio pelo animal seria
com aadministragéo dosinibidoresbacterianos, como
monensinae propolis (Barbosaet a., 2001; Stradiotti
Jr. etal., 2001).

O ion6foro monensina é um antibi6tico que dimi-
nui o crescimento de bactérias proteoliticas (Hino &
Russell, 1986) e adegradacao de proteinahidrolisada
e dietética (Russell & Martin, 1984). A monensina
inibe principal mente bactérias gram-positivas, jaque
aresisténciaao ionéforo estarelacionadaa presenca
de uma camada de natureza lipopolissacaridica,
externaamembranacelular, existentes em bactérias
gram-negativas. Apesar de a monensina ter pouco
impacto na média de ganho di&rio do animal, ea
contribui na diminuigdo da ingestéo de alimento e na
taxa acetato/proprionato no fluido ruminal (Russell,
1996). A monensina é fornecida em dietas para
animais que consomem grande quantidade de gréos,
em que pegquena economia na hora da aquisi¢éo dos
alimentos, para os grandes produtores de carne ou
leite, se torna importante.

A propolis, resina proveniente de substancias
col etadas das plantas e mi sturadas com secregbes de
abelhas, tem demonstrado importantes propriedades
terapéuticas, como atividade antimicrobiana,
antiinflamatéria e cicratizante (Ghisalberti, 1979).
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Estudostém demonstrado que apropolisatuasobrea
inibic&o de bactérias gram-positivas, sendo esperado
guesuaadicdo em cultivo demicrorganismosruminais
iniba o0 crescimento de bactérias proteoliticas da
mesma forma que o ionéforo monensina.

Este experimento teve como objetivo avaliar a
fermentacéo da proteina de trés fontes de nitrogénio
(tripticase, farelo de soja e farinha de peixe), com ou
sem a adigdo dos compostos antimicrobianos
monensina e prépolis.

Material e M étodos

O experimento foi realizado no Laboratério de
Microbiologia de Anaerdébios, Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), Vigosa, Minas Gerais. Foi utilizado o liquido
de ramen de um bovino fistulado, mantido em pastagem
decapim-Brachiaria. O animal foi alojado no Labora-
tério de Animais do Departamento de Zootecnia da
UFV.

O liquido ruminal foi coletado pela manh&, com o
pH em torno daneutralidade. O liquido foi filtrado em
quatro camadas de gaze, acondicionado em garrafa
térmica, com fechamento hermético, e transportado
imediatamente ao laboratorio, onde foi mantido em
banho-mariaa 39°C. Apos as particulas alimentares
flutuarem e os protozoérios sedimentarem, foi obtido
o liguido da fase mediana do frasco, sendo esse
utilizado como indeulo.

A solucdo tampdo de McDougall, utilizada nas
incubages, congtituiu-se de 9,80 g de NaHCO;; 4,659
de Na,HPO,*2H,0; 0,57 g de KCI; 0,12 g de
MgSO,* 7H,0 e 0,04g de CaCL.,, diluidos com agua
destilada até o volume de 1000 mL.

Foramtestadastrésfontesdenitrogénio (tripticase
ou hidrolizado de caseina, farelo de soja e farinha de
peixe), sem ou em combinacdo com o antibiético
monensina, puro paraandlise, ou em combinagdo com
extrato depropolis, emarranjo fatorial 3x3. O extrato
foi obtido utilizando 30 g de prépolis moidaem 100 ml
de solugdo alcodlica (70% de dcool e 30% de agua)
durante 10 dias, seguido de filtracdo em papel de
filtro. Foi feita, ent&o, diluic&o do extrato com etanol,
naproporcéodel:1. Asfontesdenitrogéniotripticase,
farelo de soja e farinha de peixe continham, respec-
tivamente, 78,3; 45,6 e 50,6% de proteina bruta com
base na matéria seca, determinadas pelo método
Kjeldahl (Silva, 1990).

As incubagbes foram realizadas em frascos de
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vidro de 50 mL, hermeticamente fechados, contendo
7,2 mL de tampao de McDougall; 2,0 mL deindculo;
contendo ou ndo 0,2 mL dosinibidores monensina ou
prépolis. A quantidade de monensina adicionada no
meio de cultura possibilitou que a concentragéo final
do meio atingisse o valor de 5,0 mM, nivel atingidoin
Vvivo pelarecomendacdo de uso do produto comercial.
Os alimentos foram adicionados de forma aterem as
mesmas quantidades de proteina e carboidratos nos
tratamentos. Assim, foram adicionados 150 mg de
farelo de soja; ou 112,5 mg de farinha de peixe mais
37,5 mg de amido; ou 84,4 mg de tripticase mais
65,6 mg de amido.

Os frascos foram saturados com gés dioxido de
carbono e incubados a temperatura de 3°C em
banho-maria, por 120 horas. Coletaram-se amostras
de 0,6 mL do material incubado paradeterminagdo de
amonia, proteina microbiana e proteina solUvel nos
tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas, apartir do inicio
das incubacgdes. As aliquotas foram coletadas por
meio de seringas, para que se mantivesse a
anaerobiose dentro dos frascos.

As amostras foram centrifugadas em tubos
eppendorf de 1,5 mL a12.000 rpm, por 10 minutos,
onde o sobrenadante foi transferido para um novo
tubo eppendorf e congelado para posterior andlise de
amonia e proteina sollvel. Os peletes (sedimentos
advindos da centrifugacdo) foram resuspensos em
solucdo sdlina (NaCl, 0,9%) e centrifugados a 12.000
rpm, por 10 minutos, duas vezes consecutivas, sendo,
por altimo, ressuspensos em agua destilada até o
volume de 0,6 mL. ApGs homogeneizac&o, as amos-
tras foram congeladas para posteriores andlises de
proteina microbiana. A andlise de ambnia foi feita
pelo método colorimétrico de Chaney & Marbarch
(1962) e asandlises de proteina sol Uvel e microbiana,
pelo método de Lowry et al. (1951).

Para obter a curva de degradabilidade potencial
da proteina (DP), determinou-se a cada 24 horas a
proporcdo do nitrogénio solubilizado no meio de cul-
tura (N-ambnia, N-proteina solivel e N-proteina
microbiana), apOs descontar o nitrogénio presente
originalmente no meio (N-LR Oh), em relagdo a
guantidade total de nitrogénio do alimento incubado
(N-alim). A férmula utilizada no célculo da
degradabilidade potencial é apresentada a seguir:

(N-NH; + N-proteina soltvel + N-proteina microbiana) - (N-LR Oh)
(N-alim)

DP (%) = x 100

O experimento foi analisado em delineamento
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inteiramentecasudizadoemfatorial 3x 3 (trésaimentos;
e ausénciaou presencadamonensinaou daprgolis),
com trés repeticdes (trés frascos de cultura). Asana-
lises estatisticas foram realizadas pel o procedimento
ANOVA do pacote estatistico SAS (1996). O efeito
dos alimentos ou sua interagdo com monensina ou
propolis tiveram suas médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

A producdo de amoénia por microrganismos
ruminais atingiu valor maximo as 24 horas de fermen-
tac&o notratamento controleao fermentar atripticase
(Figural) eas48 horas ao fermentar o farelo de soja
(Figura 2). A monensina e a propolis foram ambas
eficientes na inibicdo da producdo de ambnia nas
duas fontes de nitrogénio. O efeito da monensinaem
reduzir aproducéo de améniafoi verificado anterior-
mente in vitro (Russell et al., 1988; Chen & Russell,
1989; Cunha, 1999) ein vivo (Yang & Russell, 1993;
Krause & Russell, 1996). A capacidade da propolis
em reduzir a producdo de amdnia pelos microrganis-
mMOos ruminais confirmaos primeiros resul tados obser-
vados com uso da prépolis in vitro e in vivo por
Stradiotti Jr. et a. (2001).

A dtaproducgéo de ambnia do tratamento controle
esta associada a menor concentragdo de proteina
soltvel ao longo da incubagdo (Figuras 1 e 2). A
concentracdo de proteina sollvel atingiu valores mi-
nimos apos 72 horas, coincidindo com aconcentragéo
maxima de proteina microbiana nos trés tratamentos
e aconcentragdo de amonianostratamentos contendo
inibidores microbianos.

Verificase nasFiguras 1 e 2 que osinibidores ndo
af etaram o crescimento microbiano, masforam capazes
deinibir aprodugéo de ambnia, permitindo acimulo de
peptideos e aminoécidos no meio. Esta observacdo
apresenta implicagdo prética, pois o acumulo de
peptideos e aminoacidos no rimen favorece 0 maior
fluxo dos mesmos para o intestino delgado, com menores
perdasruminai sdasproteinaspor fermentagéo (Russell
et a., 1988; Chen & Russell, 1989).

A producéo deamoniaapartir dafarinhade peixe
foi bem inferior aguela verificada com atripticase e
o farelo de soja (Figura 3), devido a menor
degradabilidade da sua proteina, e ndo houve reducéo
da produgdo de amdnia por agdo dos inibidores. A
concentracdo da proteina soluvel foi também inferior
aobservada com as outras duas fontes de nitrogénio,
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devido amenor solubilidade da proteinadafarinhade
peixe. Entretanto, nas trés fontes de nitrogénio, sempre
houve maior concentracdo de proteina solUvel ao
inicio daincubacdo no tratamento contendo prépolis.
Este resultado demonstra que a prépolis tem forte
efeito inibidor da produgéo de amonia

Umavez que os parametros producéo deambniae
proteina solivel norma mente atingiram o platd entre
24 e 48 horas, como foi observado também por Barbosa
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Figural- Concentragdo de amodnia, proteina soluvel
(PS) e proteina microbiana (PM) ao longo do
tempo de fermentagado, por microrganismos
ruminais, em meios de cultura contendo
tripticase (84,4 mg/10 mL). As figuras acima
apresentam dados referentes aos tratamen-
tos controle (0), monensina (m) e prépolis
(®).Cadapontocorresponde amédiadetrés
observacdes.

Figure 1 - Concentration of ammonia, soluble protein (PS)
and microbial protein (PM) over time during
fermentation by ruminal microorganisms of media
containing trypticase (84.4 mg/10 mL). The figures
present data of the treatments control (0), monensin
(m) and propolis (¢). Each point originated from
the mean of three observations.
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et a. (2001), optou-se por realizar as analises estatis-
ticas dos efeitos dos tratamentos as 48 horas de
incubacdo (Tabelal). Houveefeito deinteracéo entre
asfontesdenitrogénio einibidoressobreaproducdo de
amonia, proteinasol ive eproteinamicrobiana(P<0,05).

A farinha de peixe causou menor producdo de
améniaqueatripticaseeofarelo de sojano tratamento
controle (P<0,05), devido amenor degradabilidade de
sua proteina. Este resultado esta de acordo com
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Figura 2 - Concentragdo de amoénia, proteina solivel
(PS) e proteina microbiana (PM) ao longo do
tempo de fermentacdo, por microrganismos
ruminais, em meios de culturacontendo farelo
de soja (150,0 mg/10 mL). As figuras acima
apresentam dados referentes aos tratamen-
tos controle (0), monensina (m) e prépolis
(®).Cadapontocorresponde amédiadetrés
observacdes.

Figure 2 - Concentration of ammonia, soluble protein (PS)
and microbial protein (PM) over time during
fermentation by ruminal microorganisms of media
containing soybean meal (150 mg/10 mL). The
figures present data of the treatments control (0),
monensin (m) and propolis (®). Each point
originated from the mean of three observations.
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Tabela 1 - Efeito de fontes de nitrogénio e inibidores (monensina e propolis) sobre a concentragao
de amonia, proteina solGvel e proteina microbiana em meios de cultura, ap6s 48 horas
de fermentac&o por microrganismos ruminais

Table 1 - Effect of nitrogen sources and inhibitors (monensin and propolis) on ammonia concentration,
soluble protein and microbial protein in culture media, after 48 hours of fermentation by ruminal
microorganisms

Fontes de nitrogénio
Nitrogen source
Parametros Tripticase Farelo de soja Farinha de peixe Média
Parameters Trypticase Soybean meal Fish meal Mean
Amonia, mg/dL
Ammonia, mg/dL
Controle 76,2 a 8l1,3a 20,1 bcd 59,3
Control
Monensina 36,2b 31,4 bc 129d 26,9
Monensin
Prépolis 24,8 bed 352b 17,0 cd 25,7
Propolis
Média 457 49,3 16,7 EP/SE =6,3
Mean
Proteina solvel, mg/L
Soluble protein, mg/L
Controle 1.656 de 1.360 de 932 ef 1.316
Control
Monensina 2.962 bc 2.188 cd 2371 1.796
Monensin
Propolis 4.253 a 3371 ab 938 ef 2.854
Propolis
Média 2957 2.306 702 EP/SE =379
Mean
Proteina microbiana, mg/L
Microbial protein, mg/L
Controle 1.343 bc 1.773 bc 1.534 bc 1550
Control
Monensina 966 ¢ 1.200 bc 2.042b 1.403
Monensin
Propolis 1.210 bc 1.576 bc 3.038a 1941
Propolis
Média 1173 1516 2.205 EP/SE =314
Mean

Médias seguidas de letras iguais dentro de cada parametro, nas linhas e colunas, ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey, a 5% de probabilidade.

Means followed by same letters into each parameter, in rows and columns, do not differ by Tukey test at 5% probability.

Cunha(1999) e Barbosaet al. (2001), que observaram
correlagdo positiva entre produgcdo de amonia e
degradabilidade da proteinain vitro, ou sgja, quanto
maior a degradabilidade da proteina maior sera a
producéo de ambnia.

A monensina e prépolis reduziram a producéo de
amonia nos tratamentos contendo tripticase e farelo
de soja (P<0,05), mas ndo reduziram no tratamento
contendo farinha de peixe, estando de acordo com
Russell & Strobel (1989) queafirmam que osionéforos
apresentam melhores resultados em dietas contendo
alta relacdo proteina degradavel/carboidrato
fermentescivel. A reducdo da producdo de amonia
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ocorreu devido a inibicdo da populacdo microbiana
com altacapacidade de desami nac&o de aminoécidos
(Russell et al., 1988; Chen & Russell, 1989).

A concentragdo de proteina soluvel foi similar
para os trés alimentos no tratamento controle
(P>0,05). Quando a tripticase, fonte de alta
degradabilidade, foi utilizada, aprépolis permitiu maior
acimulo deproteinasolivel queamonensinaeestaem
relacéo ao controle. No caso do farelo de soja, fontede
degradabilidadeintermediaria, somenteaprépolispermi-
tiu acimul o de proteina sol ivel, a0 passo que, quando a
farinhade peixefoi utilizada, osinibidores ndo interfe-
riram na concentracdo de proteina solGvel.
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Figura 3 - Concentragdo de amodnia, proteina soluvel
(PS) e proteina microbiana (PM) ao longo do
tempo de fermentagao, por microrganismos
ruminais, em meios de cultura contendo fari-
nha de peixe (112,5 mg/10 mL). As figuras
acima apresentam dados referentes aos tra-
tamentos controle (0), monensina (m) e
propolis (#). Cada ponto corresponde a mé-
dia de trés observacdes.

Figure 3- Concentration of ammonia, soluble protein (PS)
and microbial protein (PM) over time during
fermentation by ruminal microorganisms of media
containing fishmeal (112.5 mg/10 mL). The figures
presentdata of the treatments control (0), monensin
(m) and propolis (®). Each point originated from
the mean of three observations.

A sintese de proteinamicrobianatambém foi smilar
paraostrésalimentosnotratamento controle (P>0,05).
Os inibidores, geramente, ndo interferiram com o
crescimento microbiano, exceto quando a prépolis
estava presente no tratamento contendo farinha de
peixe, onde houve estimul 0 ao crescimento microbiano.

A Figura 4 apresenta a curva de degradacdo
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Figura 4 - Degradabilidade da proteina das fontes
de nitrogénio (tripticase, A; farelo de soja,
B; farinha de peixe, C), ao longo de 72
horasdeincubacédo. As figuras acima apre-
sentam dados referentes aos tratamentos
controle (0), monensina (m) e propolis (¢).
Cada ponto corresponde a média de trés
observacdes.

Figure 4 - Protein degradability of nitrogen sources
(trypticase, A; soybean meal, B; fish meal, C), over
72 hours ofincubation. The figures present data of
the treatments control (0), monensin @) and
propolis (). Each point originated from the mean
of three observations.

potencial da proteina bruta. Observa-se maior
degradabilidade da proteina bruta nos tratamentos con-
troleas 72 horasparao farel o de soja(73%) emrelacdo
afarinhade peixe(42%). Estesresultados sdo proximos
aosvalores de 65 e 40% para a degradabilidade efetiva
da proteina bruta do farelo de soja e farinha de peixe,
respectivamente, apresentados no NRC (1996).
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A monensinareduziu adegradacdo datripticase e
farelo de soja, pelainibicdo da producéo de ambnia, e
apropolisaumentou adegradacdo dafarinhade peixe,
pel o aumento da concentracdo de proteina sollvel em
suspensdo no meio. Estes resultados sdo dificeis de
serem explicados, pois, no método tradicional de deter-
minac&o das degradabilidades dos alimentos usando a
técnicain situ, o queémedido é o desaparecimento da
proteina através da solubilizacgo da mesma e escape
através dos poros dos saquinhos de nailon.

Entretanto, ha necessidade de mais pesguisas
para entender melhor este novo método de estudo do
metabolismo de nitrogénio por microrganismos
ruminais, umavez que adeterminacdo dadegradacdo
€ mais completa, onde, além da determinagdo da
solubilizacdo daproteina, pode-semedir o acimulo de
peptideos e sintese de aménia e proteina microbiana
(Barbosaet al., 2001).

Conclusobes

A monensina e a propolis foram eficientes em
reduzir aproducdo deamodniadefontesde proteinade
maior degradabilidade.

A propolis foi mais eficiente que a monensina em
manter maioresconcentragdesde proteinasol ivel noinicio
dasincubagdes, pel areducéo daetividadede desaminagéo.

Devido ao efeito in vitro da prépolis sobre a
atividade defermentagdo, h&necessidade derealizacéo
de pesquisas para verificar o efeito da mesma sobre
afermentagdo ruminal e sobre o desempenho animal.
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