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RESUMO - Foram estudados os efeitos in vitro dos inibidores monensina e propolis sobre a fermentacdo ruminal de
aminoacidos. Utilizou-se liquido ruminal de um novilho em pastejo, acrescentado de solugdo de tripticase, em trés tratamentos
(controle, monensina e propolis). Na 12 fase do experimento, foram feitas transferéncias diarias de indculos para novos tubos
com 0s mesmos tratamentos até o 102 dia e, no 119 dia, iniciou a 22 fase, efetuando-se as combinagdes dos tratamentos da
12 fase (C, M, P), no total de nove, com transferéncia didria e incubagdo por mais nove dias. Do 12 ao 102 dia de incubagdo
(12 fase), o iondéforo e a propolis ndo aumentaram significativamente a produgdo de amoénia em compara¢do ao controle. A
propolis foi mais eficiente em dimiuir a produg¢do de amdnia que a monensina na 12 fase e ainda reduziu a produgdo de amdnia
e a atividade especifica de produ¢do de amonia (AEPA) na 22 fase, independentemente do tratamento aplicado na 12 fase.
Quando os inibidores estavam ausentes na 12 fase, a monensina foi tdo eficiente quanto a propolis na 22 fase. Verificou-se que,
ao remover os inibidores na 22 fase no tratamento monesina, houve aumento significativo na produg¢do de amonia, mas este

efeito ndo foi detectado no tratamento com propolis, que manteve amoénia em baixas concentragdes.
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Effects of monensin and bee propolis on in vitro fermentation of amino
acids by mixed ruminal bacteria

ABSTRACT - The objective of this trial was to study the in vitro effects of monensin and propolis on ruminal fermentation
of amino acids. Ruminal fluid was collected from a steer grazing tropical pasture and after addition of casein hydrolysate was
used in the incubations. Treatments consisted of: control-C; monensin-M; and propolis-P. In the first phase of the study,
inocula were transferred daily into new tubes until day 10; on the 11th day of incubation, tubes from each of the treatments
were used to inoculate three new tubes (C, M, P) yielding nine combinations that were also transferred daily and incubated
for nine days (second phase). From day one to day 10 of incubation (first phase), addition of ionophore and propolis prevented
increase in ammonia production compared to the control. Propolis was more efficient in decreasing ammonia production than
monensin in the first phase and it was also able to decrease ammonia production and specific activity of ammonia production
(SAAP) in the second phase regardless of the first phase treatments; monensin was as efficient as propolis, in the second phase,
when the inhibitors were absent in the first phase. It was observed a significant increase in ammonia production with monensin
by removing the inhibitors in the second phase
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Introducao

O iond6foro monensina ¢ um antibidtico que aumenta a
eficiéncia de utilizacdo de alimentos pelos ruminantes
(Goodrich et al., 1984; Russell & Strobel, 1989), pois atua
nas trocas de sodio e protons, por meio do sistema antiporte
emnivel de membrana celular microbiana, além de catalisar
trocas de protons e potassio.

Em uma revisdo de pesquisas com grande nimero de
animais, Goodrich etal. (1984) verificaram que amonensina
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melhoraa eficiéncia alimentar de bovinos em confinamento
em 7,5% e o ganho de peso de bovinos em pastagens em
13,5%, em decorréncia do aumento da eficiéncia de utiliza-
¢do dos alimentos, provocado, em parte, pela diminui¢do na
producdo de amdniaruminal (Dinius etal., 1976; Van Nevel
& Demeyer, 1977). Entretanto, ha pouca informagao sobre
o efeito dos ion6foros no metabolismo ruminal de proteinas
(Russell, 1991).

Russell etal. (1988) e Chen & Russell (1989) acreditam
que a monensina reduz a producao ruminal de amoénia pela
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inibicdo da populagdo de bactérias gram-positivas,
fermentadoras obrigatdérias de aminoacidos e com alta
capacidade de produg@o de amonia, como, por exemplo, as
espécies Peptostreptococcus anaerobius C, Clostridium
sticklandii SR e Clostridium aminophilum F (Russell etal.,
1988; Chen & Russell, 1989; Pasteretal., 1993).

Diversos trabalhos tém demonstrado que a prépolis,
resina proveniente de substancias coletadas de plantas e
misturadas com secre¢des de abelhas, também apresenta
essa atividade antimicrobiana, pela inibi¢ao das bactérias
gram-positivas (Ghisalberti, 1979; Vargasetal., 1994; Goulart,
1995; Park et al., 1998; Park et al., 2000). Constatou-se
recentemente que o uso de préopolis inibe o crescimento de
bactérias gram-positivas, responsaveis pela incidéncia de
mastite em bovinos leiteiros (Pinto, 2000).

No entanto, existem poucos trabalhos sobre sua utili-
zagdo como aditivo nutricional para ruminantes e seus
efeitos sobre a populagdo microbiana ruminal. Se a propolis
atua sobre as bactérias gram-positivas ruminais, espera-se
que sua adi¢cdo aragao e em cultivos de microrganismos in
vitroreduza o crescimento de bactérias proteoliticas, assim
como ocorre com os iondforos (Hino & Russell, 1986) e,
conseqilientemente, diminua a desaminagao e a protedlise
(Russell & Martin, 1984).

Este experimento foi conduzido com o objetivo de estu-
dar os efeitos in vitro do ion6foro monensina e do extrato de
propolis sobre a fermentagdo ruminal de aminoacidos.
Considerando-se que o extrato de propolis € capaz de extin-
guir bactérias com alta capacidade de produ¢do de amonia,
aatividade de desaminag@o ndo retornard aos niveis normais,
mesmo apds aremocao do extrato do meio de cultura. Entre-
tanto, se o extrato de propolis, como a monensina, causa
apenas a inibi¢cdo do transporte de aminoacidos a membrana,
apos suaremocao do meio de cultura, por meio de transferéncias
diarias e sucessivas da cultura para meio estéril sem propolis,
ocorrera o aumento da produgdo de amonia.

Material e Métodos

Este trabalho foi realizado no Laboratério de
Microbiologia de Anaerdbicos do Departamento de
Microbiologiada Universidade Federal de Vigosa- UFV, em
Vigosa, Minas Gerais. Utilizou-se um novilho fistulado no
rimen (mantido em pastagem de capim-braquidria) como
doador de liquido ruminal. O novilho foialojado no Laborato-
rio de Animais do Departamento de Zootecnia da UFV.

O liquido ruminal foi coletado antes do arracoamento,
para obtencdo de meio de cultura com pH inicial elevado,
e 2 a 3 horas apo6s o arragcoamento, para obten¢ao de
inoculo contendo populagdo microbiana ativa. O liquido

foi coletado em diferentes locais no interior do rumen,
filtrado em quatro camadas de gaze, acondicionado em
garrafa térmica com fechamento hermético e transporta-
do imediatamente para o laboratorio.

No preparo do meio de cultura, o liquido ruminal foi
centrifugado a 500 x g, por 15 minutos, em temperatura
abaixo de 5°C, para sedimentagdo de particulas dos alimen-
tos e protozodarios. O sobrenadante foi transferido para
frascos Erlenmeyer de 500 mL, sendo autoclavado e resfri-
ado para posterior utilizagao.

Para obteng¢ao do in6culo, o liquido ruminal foi cole-
tado no dia do inicio do experimento e mantido em banho-
maria por 30 minutos. Apos as particulas alimentares
flutuarem pelo acimulo de gases ¢ os protozoarios
sedimentarem, foi obtido o liquido na fase mediana do
frasco, por succao.

Utilizaram-se nas incubag¢des, como meio de cultura,
8,1 mL do liquido ruminal esterilizado e saturado com
dioxido de carbono acrescentado de 0,7 mL de indculo,
1,0 mL de tripticase (Trypticase; BBL Microbiology
Systems, Cockeysville, MD) 15% (p/v) € 0,2 mL de etanol,
contendo ou ndo monensina ou extrato de propolis. A
monensina foi adicionada ao liquido para atingir 5,0 mM
como concentracao final no meio de cultura, efetuando-se
a incubagdo a 39°C. O extrato de prdpolis foi obtido
utilizando-se 30 g de propolis moida, mantidos em 100 mL
de solucdo alcodlica (70% de alcool e 30% de agua)
durante 10 dias. O extrato foi filtrado em papel-filtro e
diluido com etanol na proporcdo de 1:1. Foram feitas
transferéncias diarias, em anaerobiose, até o décimo oitavo
dia, de 0,7 mL do liquido (indculo) para novos tubos de
incubagdo com o meio de cultura.

Naprimeira fase, o experimento consistiu de trés trata-
mentos (controle, monensina e propolis) e duas repeti-
¢Oes até o 102 dia, totalizando seis tubos de incubagéo/
dia. No 112dia, iniciou-se a 22 fase, na qual cada um dos
trés tratamentos serviu de indculo para os mesmos trata-
mentos, em combinag¢des diferentes. Como exemplo, o
tratamento controle da primeira fase serviu de in6culo
paraum tratamento controle (CC), um monensina (CM),
um proépolis (CP), e assim sucessivamente, totalizando
nove combinacgdes diferentes (CC,CM, CP, MC, MM, MP,
PC, PM, PP) e 18 tubos de incubagao/dia, que foram incu-
bados por mais nove dias.

Utilizaram-se seringas separadas para medigao da so-
lugdo de etanol e para coleta do meio de cultura em cada
tratamento, evitando-se o efeito inibitorio cruzado dos
inibidores. Foram retiradas aliquotas do meio a 0 ¢ 4 horas
apds oinicio daincubag¢do, nosdias0,3,6,9,11,12,15¢ 18,
para analises dos niveis de proteina microbiana e amdnia.
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As amostras coletadas foram centrifugadas em tubos
eppendorfa5200x g, por 10 minutos, e o sobrenadante foi
congelado para analises de amoénia. O pellet foi
re-suspenso em solu¢do salina (0,9% de NaCl),
centrifugado, separado do sobrenandante por duas ve-
zes, re-suspenso em agua destilada e congelado para
determinacdo de proteina microbiana. As andlises dos
niveis de amonia foram feitas pelo método colorimétrico,
segundo Chaney & Marbach (1962), e as de proteina
microbiana, conforme descrito por Lowryetal. (1951), em
duplicatas.

A atividade especificade produgdo de amonia (AEPA)
ou atividade de desaminacao pela populacdo microbiana
foi determinada utilizando-se a seguinte formula:

AEPA=(DNH;x 1.000.000)/(proteina microbiana *
tempo de incubacdo)
emque: AEPA =nmol NH;/mg proteina microbiana/minuto;
DNH; = concentragdo final (4 horas) - inicial de amonia
(0 hora), em mM; proteina microbiana = concentragdo
inicial, em mg/L; tempo de incubag¢do, em minutos
(240 minutos).

As analises estatisticas na primeira fase foram realiza-
das utilizando-se o procedimento de regressdao do Minitab
(Ryan & Joiner, 1994), de acordo com o periodo experimen-
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tal e, na segunda fase, pelo procedimento ANOVA (SAS,
1996), aplicando-se o teste de média no 182 dia de incuba-
¢do. Umavez que aincubagao das amostras foi feita somen-
te em duplicata (trés tratamentos x duas repeti¢des), optou-
se pelo método de regressdo na primeira fase, ndo sendo
possivel aplicarteste de média. A opgao pelo teste de média
na segunda fase, no entanto, foi para facilitar a interpreta-
¢ao dos resultados.

Resultados e Discussao

Constamnas Figuras 1,2 e 3, respectivamente, a produ-
cdodeamonia, a concentragao inicial de proteina microbiana
e a atividade de desaminagdo em 4 horas de incubagao por
microrganismos ruminais em um meio contendo caseina
hidrolisada (15 mg/L) sem (controle) ou com monensina ou
propolis na primeira (12ao0 102dia) e segunda fases experi-
mentais (112ao0 202dia).

Naprimeira fase (12ao 102dia), houve efeito de tempo
(P<0,01) einteragdo quadratica tempo X tratamento (P<0,10)
sobre a produg@o de amdnia, de modo que a propolis inibiu
a producdo e a monensina causou inibi¢do inicial, mas nao
evitou o aumento da producdo de amonia com o passar dos
dias de incubagio.
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Figura 1 - Efeito dos tratamentos (controle, monensina e prépolis) sobre a produgdo de amdnia em um meio contendo caseina hidrolisada
(15 mg/L), durante a primeira e segunda fases de incubagéo. As duplas de letras contidas nas legendas correspondem ao
tratamento da primeira (12 ao 102 dia) e segunda fases experimentais (112 ao 182 dia), respectivamente.

Figure 1 -  Effect of treatments (control, monensin, and propolis) on ammonia production in a medium containing casein hydrolisate (15 mg/L) during the first
and second phase of incubation. The pair of letters contained in the legend boxes corresponds to the treatment of the first (15t to 10t day) and

second experimental phase (115t to 18" day), respectively.
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Figura 2 - Efeito dos tratamentos (controle, monensina e prépolis) sobre concentragéo inicial de proteina microbiana em um meio

Figure 2 -

contendo caseina hidrolisada (15 mg/L), durante a primeira e segunda fases de incubagéo. As duplas de letras contidas nas
legendas correspondem ao tratamento da primeira (12 ao 102 dia) e segunda fases experimentais (112 ao 182 dia),
respectivamente.

Effect of treatments (control, monensin, and propolis) on initial microbial protein concentration in a medium containing casein hydrolisate (15
mg/L), during the first and second phase of incubation. The pair of letters contained in the legend boxes corresponds to the treatment of the first
(15t to 10t day) and second experimental phase (115t to 18" day), respectively.
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Figura 3 - Efeito dos tratamentos (controle, monensina e prépolis) sobre a atividade de desaminag&o por microrganismos ruminais em

Figure 3 -

um meio contendo caseina hidrolisada (15 mg/L), durante a primeira e segunda fases de incubagdo. As duplas de letras
contidas nas legendas correspondem ao tratamento da primeira (12 ao 102 dia) e segunda fases experimentais (112 ao 182
dia), respectivamente.

Effect of treatments (control, monensin, and propolis) on deamination activity by ruminal microorganisms in a media containing casein hydrolisate
(15 mg/L), during the first and second phase of incubation. The pair of letters contained in the legend boxes corresponds to the treatment of the
first (15t to 10t day) and second experimental phase (115t to 18" day), respectively.
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O efeito da monensina em reduzir a produgao de amonia
foi verificado anteriormente, in vitro (Russell et al., 1988;
Chen & Russell, 1989; Cunha, 1999) e in vivo (Yang &
Russell, 1993; Krause & Russell, 1996). A reducao da
producdo de amonia pelos microrganismos ruminais com
ouso de propolis confirma os primeiros resultados obti-
dos com uso de propolis in vitro e in vivo por Stradiotti
Jr.etal. (2001). Estes resultados apresentam implicacao
pratica, pois se ha menor produgdo de amonia, ocorre
maior acumulo de peptideos e aminodacidos no rumen,
favorecendo seu maior fluxo para o intestino delgado,
com menores perdas ruminais das proteinas (Russell et
al., 1988; Chen & Russell, 1989).

No tratamento monensina, embora inferior a do trata-
mento controle, a producdo de amonia ndo foi mantida ao
longo do tempo, indicando uma reagdo diferente dos
microrganismos ruminais de clima tropical aos indforos.

Nao se observou efeito de tempo sobre a concentragdo
inicial de proteina microbiana na primeira fase, mas
houve efeito de tratamento (P<0,01), de modo que o
tratamento com propolis proporcionou maior concentragao
de proteina microbiana. O ion6foro monensina
ndo interferiu no crescimento microbiano quando
comparado ao controle.

Houve efeito de tempo (P<0,01), tratamento (P<0,10) e
interagdo quadratica de tratamento x tempo (P<0,10) na
atividade de desaminagdo durante a primeira fase de incuba-
¢do. Monensina e propolis inibiram a atividade especifica de
producdo de amonia. Efeito da monensina também foi veri-
ficado por Cunha (2001), mas diferente do observado com
propolis, o ion6éforo ndo manteve a atividade especifica de
produc¢do de amdnia em baixos niveis.

Os resultados das analises estatisticas do 182 dia de
incubacgdo (22 fase) sdo descritos na Tabela 1. Comparando-
se os resultados com os graficos de producdo de amonia,
verifica-se que a concentracao inicial de proteina microbiana
e atividade de desaminagdo, durante a segunda fase da
incubacao (112ao0 182dia), considerando-se as populagdes
de microrganismos ruminais mantidas na primeira fase (12
ao 102dia) sob os tratamentos controle e monensina, foram
maiores quando os microrganismos ruminais foram manti-
dos na auséncia de inibidores na segunda fase. A propolis
foi mais eficiente em decrescer a producao de amonia e
AEPA na segunda fase, independentemente do tratamento
naprimeira fase. A monensina, por sua vez, foi tao eficiente
quanto a propolis, na segunda fase, na auséncia de
inibidores na primeira fase.

Nao houve efeito de tratamento na segunda fase sobre
aconcentracdo inicial de proteina microbiana. No entanto,
os tratamentos que continham prépolis na segunda fase
apresentaram todos, no 182 dia, as maiores concentracdes
de proteina microbiana.

Aumento na produgdo de amonia com a remogao de
monensina do meio de cultura foi descrito também por Lana
et al. (2002). Os resultados deste estudo confirmam os
obtidos por Newbold & Wallace (1989), que observaram
que culturas de Prevotella ruminicolareduziram a atividade
de transporte de peptideos, quando submetidas ao inéforo
tetronasina, emrazao de os in6foros catalisarem o efluxo de
potéssio e o influxo de sédio e prétons para o interior da
célula microbiana, ocorrendo gasto de ATP para evitar a
acidificacdo intracelular (Russell, 1987). Como a difusdo
facilitada também atua no transporte de aminoacidos
(Driessenetal., 1987; Chen & Russell, 1990) e ndo ¢ afetada

Tabela 1 - Efeito da monensina e da propolis sobre a fermentacao de caseina hidrolisada (15 mg/L) por microrganismos ruminais no
182 dia de incubacéao (22 fase), apos 17 dias de transferéncias diarias de indculo em um meio contendo o tratamento controle,

monensina ou prépolis

Table 1 - Effect of monensin and propolis on fermentation of casein hydrolizate (15 mg/L) by ruminal microorganisms in the 18t day of incubation (2" phase)
after 17 days of daily transfer of inoculum in a medium containing the control treatment (C), monensin (M) or propolis (P)

12 fase Controle Monensina Propolis

15! phase Control Monensin Propolis

22 fase C M P C P C M P EP?
2md phase SE®
NH;, I1,11a 6,14ed 5,54ef 10,23b 5,91edf 5,84edf  5,35f 6,24d 0,18
MM

Pmicb 288bc 298bc 449a 259c¢ 339bac  423ba 313bc 349bac  345bac 34,31
AEPAC 82,9a 27,8b 6,2b 78,0a 27,5b 12,8b 22,0b 9.,8b 20,9b 9,02

Médias seguidas de letras iguais nas linhas nao diferem (P>0,05) pelo teste Tukey.

2 Erro-padrao da média.
b Proteina microbiana, mg/L.

¢ Atividade especifica de produgéo de aménia, em nmol NH,;/mg proteina microbiana/minuto.

Means followed by the same letters within a row do not differ (P>0.05) by Tukey test.
@ Standard error of mean.
b Microbial protein, mg/L.
¢ Specific activity of ammonia production, in nmol NH y/mg microbial protein/minute.
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pelos in6foros, ndo hé inibicdo total do transporte de
aminoacidos ou da atividade de desaminacgdo. Portanto, o
restabelecimento do transporte em sua capacidade total
ocorre assim que os in6foros sdo removidos do meio de
cultura ou da alimentagdo animal.

Os tratamentos com propolis mantiveram, mesmo com
sua remocdo do meio, baixa producdo de amonia e AEPA,
o que justifica a realizacdo de estudos sobre a forma de
atuacgdo desse inibidor, que pode ser diferente dos in6foros
nos microrganismos ruminais, eliminando-os realmente, ou
ter um espectro de agdo maior que a monensina, atingindo
a populacdo de bactérias Clostridium aminophilum e
outras, de alta capacidade de producdo de amdnia e mais
resistentes a monensina.

Conclusoes

A propolis apresenta-se mais eficiente que amonensina
em reduzir a producdo de amoénia de culturas de microrga-
nismos ruminais em meio contendo caseina hidrolisada.

A producdo de amonia normalizou assim que o in6foro
monensina foi removido do meio de cultura, provavelmente
em razao do restabelecimento da populacdo de bactérias
produtoras de amonia, comprovando que esse antibiotico
apenas inibe estes microrganismos.

No tratamento com propolis, a producdo de amodnia
manteve-se em niveis baixos mesmo quando removida do
meio de cultura. S3o necessdrias mais pesquisas para
maior esclarecimento da forma de atuagao da propolis e da
monensina sobre os microrganismos ruminais de animais
de clima tropical.
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