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Efeito da Monensina na Fermentacao da Proteina de Algumas Fontes de Alimentost

Rogério de Paula Lana?, Luciane Tavares da Cunha3, Arnaldo Chaer Borges4

RESUMO - Este trabal ho foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito da monensina sobre a degradagéo protéicado farelo
desoja, farelo detrigo efubademilho. Utilizou-seoliquido derimen deum novilho fistulado recebendo 40% deragdo concentrada.
Asincubacgdes foram feitas anaerobicamente a 39°C, utilizando-se 100 mg de alimentos em 14,7 mL deliquido ruminal € 0,3 mL
de etanol contendo ou ndo monensina dissolvida (5uM de monensina como concentragdo final nos tubos de incubacéo). O farelo
de soja, comparado ao farelo detrigo e fubd, apresentou maiores valores de produgdo de amdnia, proteina microbiana, pH final e
atividade especifica de produgdo de amonia (AEPA). A maior produgdo de amdnia foi atribuida ao alto teor de proteina e alta
degradabilidade do farel o de soja e ao maior pH do meio, que aumenta a atividade de desaminacéo. O farelo detrigo, por suavez,
apresentou maiores valores de pH final e AEPA que o fuba de milho, demonstrando que o milho é um alimento de menor
degradabilidade. A monensina diminuiu a AEPA e a degradabilidade da proteina, embora tenha sido mais efetiva em reduzir a
degradacao da proteina em maiores valores de pH no meio. A monensina proporciona maior eficiéncia na utilizagéo da proteina
pelosruminantes, quando adietaapresentaaltarelagdo proteina/carboidrato fermentecivel e o pH ruminal éelevado, como no caso
de pastagens de gramineas novas e leguminosas forrageiras.
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Effect of Monensin on Protein Fermentation in Some Feed Sour ces

ABSTRACT - Thisresearch aimed to evaluate the monensin effect on protein degradation of soybean meal, wheat middlings and corn
meal. The rumen fluid was taken from afistulated steer fed a40% concentrate diet. The incubations were done in an anaerobic environment
at 39°C. It was used 100 mg of each feedstuff, 14.7 mL of ruminal fluid and 0.3 mL of ethanol with or without dissolved monensin (5 pM was
thefinal concentration). The soybean meal, compared with wheat middlingsand cornmeal, showed great val ues of ammoniaproduction,
microbial protein, final pH and specific activity of ammoniaproduction (SAAP). Thegreatest ammoniaproductionwasdueto higher
protein content and high degradability of the soybean meal, associated with higher mediapH, that stimul ates deamination. The wheat
middlingsshowed greater final pH and SA APthan corn meal, which wasafeedstuff with lower degradability. The monensin decreased
the SAAP and protein degradability, although it was more effective in reducing protein degradation in higher pH values. Monensin
provides higher efficiency of protein utilization by ruminants in diets with high protein/carbohydrate fermentation rates and high
ruminal pH, asin the case of young grasses pastures and forage legumes.
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narasina, tetronasina, lisocelinaelaidlomicina
A monensina foi primeiramente desenvolvida

Introducéo

Os iono6foros sao antibiodticos poliéteres
carboxilicos(BERGEN eBATES, 1984), produzidos
por vérias espécies de microrganismos. Osionéforos
inibem, principal mente, as bactérias gram-positivas,
uma vez que a resisténcia esta relacionada com a
presenca da membrana externa, de natureza
lipopolissacaridica, existente em bactérias
gram-negativas (RUSSELL e STROBEL, 1988).
Existemmaisde 70tiposdiferentesdeiondforos, sendo
0s principais a monensina, lasalocida, salinomicina,

como um coccidiostato para aves e hoje é também
usadaparaalterar afermentacdo ruminal e aumentar
0 desempenho animal (RUSSELL, 1996). Um dos
beneficios damonensina é areducéo nafermentacéo
de proteinano ramen e, consegiientemente, aumento
na proteina disponivel para o animal no intestino
delgado. Isto ocorredevido adiminuicdo naproducdode
amoniaruminal, comojademonstrado emexperimentos
in vitro e in vivo conduzidos por DINIUS et al.
(1976) e VAN NEVEL e DEMEYER (1977).
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O uso de ionéforos na ragdo diminui o cresci-
mento de bactériasproteoliticas(HINOeRUSSELL,
1986) einibe adesaminagao e protedlise (RUSSEL L
e MARTIN, 1984), embora adesaminag&o sejamais
afetada que a protedlise. O decréscimo da concen-
tracdo de amonia ruminal vai depender da taxa de
proteina/carboidrato degradavel no rimen, umavez
gue, em baixas taxas, a producdo de améniaruminal
e a agdo da monensina sao minimas. O efeito dos
ionéforos é maior em dietas a base de forrageiras
ricas em proteinas, pois, sob estas condi¢fes, ataxa
de degradacéo de proteina € muito maior que ataxa
defermentacéo de carboidratose osniveisdeamonia
ruminal geralmente sdo altos (RUSSELL, 1996).

Osruminantesalimentadoscomforragensapresen-
tam pH ruminal préximo daneutralidade, maso forne-
cimento de ragbes com alta quantidade de gréos torna
adietaatamentefermentecivel, podendo diminuir o pH
(SLYTER, 1976). A reducéo do pH ocorre devido ao
acumulodeécidolético, que, por ser muitoforte, resulta
na diminuigdo quase imediata do pH, podendo causar
acidose. Monensina e lasal ocida sdo capazes de dimi-
nuir a produgéo de &cido latico, contribuindo para a
elevacdo do pH ruminal (NAGARAJA et a., 1982).

Oobjetivodestetrabalhofoi determinar o efeitoda
monensinasobre adegradacdo daproteinadea gumas
fontes de alimentos pela avaliacdo da producéo de
aménia, gases, 0 crescimento microbiano eaatividade
especifica de producdo de aménia, utilizando-se a
técnica de incubag&o in vitro em liquido ruminal.

Material e Métodos

Foi utilizado o liquido de ramen de um novilho
recebendo 40% de concentrado (pH inicial de6,2). O
liquido foi coletado 2 a 3 horas apds o arracoamento
da manhg, filtrado em quatro camadas de gaze,
acondicionado em garrafa térmica hermeticamente
fechada e transportado imediatamente para o labora-
tério. O liquido foi centrifugado a 500xg por 15
minutos em temperatura de 25°C, para sedimentacéo
de particulas dos alimentos e protozodrios e o
sobrenadante foi utilizado nas incubagdes.

As incubagbes foram feitas a temperatura de
39°C, utilizando-setubosV acuntai ner® com vedac&o
hermética contendo 100 mg de farelo de soja, farelo
detrigo e fubade milho, em tubos de incubagdo com
14,7 mL de liquido ruminal e 0,3 mL de etanol
contendo ou ndo monensina (5uM de monensina
como concentracgdo final nos tubos de incubagéo).

Foram desenvolvidas analises de concentracao

de aménia (CHANEY e MARBACH, 1962), prote-
inamicrobiana(LOWRY etal., 1951), monitoramento
do pH aolongo dotempo deincubacéo e determinagéo
da producéo de gases.

A atividade especifica de producdo de aménia
(AEPA), ao longo do tempo de incubacéo, foi deter-
minada utilizando-se a seguinte férmula:

ANH, x 1.000.000
AEPA =

(proteina microbiana) x (tempo de incubacéo)

em que AEPA = nmol NH4/mg proteina microbiana/
minuto; ANH4 = concentragdo final - inicial de amo-
nia(mM =mmol/L); proteinamicrobiana= concentra-
cdoinicial (mg/L); tempo de incubag&o = minutos.
Para estimar a degradabilidade, determinou-se
0 nitrogénio utilizado na producéo de ambniae cres-
cimento microbiano em 72 horas deincubagéo, divi-
dido pelaquantidade de nitrogénio do alimento, con-
forme a seguinte férmula:

Degradabilidade= mg N-NH3 + mg N-proteinamicrobianax 100

mg N-alimento

em que N-NH; = nitrogénio utilizado na producéo de
amonia; N-proteinamicrobiana= nitrogénio utilizado
na sintese de proteina microbiana; N-alimento =
nitrogénio presente no alimento.

Asquantidadesde nitrogénio presentesnaamonia,
na proteina microbiana e nos alimentos foram cal cu-
ladas com o uso das seguintes formul as:

mg N-NHg = ANH, (72-0h) x 14
66,7

em que ANH, (72-0h) = concentragdo final - concen-
tracdo inicial de aménia, em mmol/1000 mL ou mM:;
66,7 = 1000/15 mL de liquido de rimen; 14 = peso
atdbmico do nitrogénio.

mg N-proteina = lproteina microbiana (72-0h) x 6,25
microbiana 66,7

em gue Aproteinamicrobiana(72-0h) = concentragéo
final - concentracdo inicial de proteina microbiana,
em mg/L; 66,7 = 1000/15 mL de liquido de rimen;
6,25 = relacéo proteina:N.

mg N-Alimento = alimento (mg) x proteina bruta (%/100)

6,25
emque6,25=relacdo proteina:N médiadosalimentos.
%PB = 46% para o farelo de soja, 14% parao farelo
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de trigo e 8,5% para o fuba de milho.

Foram obtidas equacfes de regresséo polinomial
daproducao de ambnia, proteinamicrobianae gases,
em funcdo do tempo de incubagdo. As taxas de
producdo méximade amdnia, proteinamicrobianae
gasesforam obtidas pel aderivadaprimeiradasequa-
¢cOes de regressdo, utilizando o tempo em que a
derivada segunda se igualava a zero.

O experimento foi analisado em delineamento
inteiramente casualizado em fatorial 3 x 2 (trés
fontes de alimento e presenca ou auséncia de
monensina), em duplicata (doistubosde cultura),
totalizando 12 unidades experimentais. Os dados
de cada unidade experimental foram obtidos pela
média de duas analises laboratoriais. As analises
estatisticasforamrealizadas utilizando o procedi-
mento ANOVA do MINITAB (1994), determi-
nando-se os efeitos principais e os efeitos de
interagéo.

Osdadosforam analisados adotando-se 0 model o
estatistico:

Yijk= pu+ Ti+ Nj + TNij + Eijk

em que Y;, € aobservacgo da unidade experimental
k, submetidaao j-ésimo nivel de monensinaei-ésimo
alimento; u, médiageral; T, efeitodoalimentoi,i=1,
2e3;N;, efeitodonivel demonensinaj,j=1e2; TN;;,
efeito da interacdo entre alimentos e niveis de
monensing; Eijk, erro aleatério associado a cada
observaco, ~ NID (0, 62).

Para as comparag0es entre os tratamentos foram

utilizados os seguintes contrastes ortogonais:
Cl=2A1-A2-A3
C2= 0 +A2-A3
em que C1 é contraste 1; C2, contraste 2; A1, farelo
de soja; A2, farelo de trigo; e A3, fuba de milho.

Resultados e Discussao

Os efeitos de tratamentos (fontes de alimento e
monensina) sobre as curvas de producéo de amdnia,
proteina microbiana e degradabilidade da proteina
encontram-se na Figura 1 e sobre a producdo de
gases, pH do meio e atividade especificade producéo
deaménia, naFigura2. Houveinteracdo nastaxasde
producéo deaméniaede proteinamicrobiana(P<0,05)
entreofarelo desojax farelo detrigo + fubade milho
x monensina(Tabelal). A monensinafoi maisefici-
ente em reduzir a taxa de producdo de aménia no
alimento com alto teor de proteina, justificando sua
importénciaem melhorar aeficiénciade utilizagdo da
proteinaalimentar, principalmenteem dietascomalta
relacdo proteina/carboidrato degradavel no rumen
(RUSSELL, 1996).

A taxa de crescimento microbiano teve compor-
tamento similar & taxa de produgdo de ambnia. A
populagdo microbiana apresentou crescimento ace-
lerado no farelo de soja, populagdo esta provavel-
mente especi alizada na degradacado de proteina, favo-
recendo aproducgdo deamdnia. A monensina, por sua
vez, inibiu o crescimento microbianonofarelo desoja
para nivel semelhante ao dos outros alimentos, com
Ou sem monensina, provavelmente pelainibicdo da
popul agdo que utiliza proteinacomo fonte de energia
e nitrogénio e com alta taxa de producéo de ambnia
(RUSSELL et al., 1988; CHEN e RUSSELL, 1989).

O efeito damonensinaem reduzir a producéo de
amodniajafoi verificado anteriormente in vitro, com
uso de proteina hidrolisada (RUSSELL et al., 1988;
CHEN e RUSSELL, 1989), e in vivo (YANG e
RUSSELL, 1993; KRAUSE e RUSSELL, 1996).
Contudo, esses autores ndo avaliaram o0 comporta-
mento damonensinaem diferentesfontesdealimento.

Tabela 1 - Efeitos da monensina (5uM) e de fontes de alimento (100 mg) sobre as taxas de producdo de aménia e proteina

microbiana em 15 mL de liquido de riamen

Table 1 -  Effects of monensin (5uM) and feed sources (100 mg) on rates of ammonia and microbial protein production in 15 mL of
rumen fluid
Semmonensina Commonensina Significancia(P=)
Without monensin With monensin Sgnificance
FS FT FM FS FM BP L1 L2 M LIxM LM
NH, (mM/h?) 090 024 012 011 013 015 012 000 100 004 001 0,85

Proteinamicrobiana, 424 23,7 12,0 14,2 144

Microbial protein mg/L/h?

199 585 000 078 045 004 0,78

FS = farelo de soja; FT = farelo de trigo; FM = fuba de milho; EP = erro-padrdo da média; L1 = farelo de soja vs farelo de trigo e fuba de milho;

L2 = farelo de trigo vs fuba de milho; M = monensina.

FS = Soybean meal;, FT = wheat middlings; FM = corn meal; EP = standard error of mean; L1 = soybean meal vs wheat middlings and corn meal;

L2 = wheat middlings vs corn meal; M = monensin.

1.2 Dados obtidos pela derivada primeira da equacao de regressao utilizando o tempo em que a derivada segunda se igualava a zero.
12 pata obtained by the derived regression equation by using the time that nuled the secondary derived equation.
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Figura 1 - Efeitos de fontes de alimento (100 mg) (farelo de soja, #; farelo de trigo, m; e fub&d de milho, A) e monensina (5 pM)
sobre a producgado de amonia (a, b), proteina microbiana (c, d) e degradabilidade da proteina (e, f) em incubacdes contendo
15 mL de liquido de rimen. Cada ponto corresponde a média de 8 (alimentos) ou 12 (monensina) observagoes.
Effects of feed sources (100 mg) (soybean meal, ®; wheat middlings, m; and corn meal, &) and monensin (5 uM; closed symbol)
on ammonia production (a, b), microbial protein (c, d) and protein degradation (e, f) over time in incubations containing 15 mL of
rumen fluid. Each point is the mean of 8 (feed source) or 12 (monensin) observations.

Figure 1 -
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As andlises estatisticas dos dados apresentados
nas Figuras 1 e 2, as 72 horas de incubagao, encon-
tram-se na Tabela 2. Ndo houve efeito de interagdo
(P>0,05) entre alimento e monensina, sendo repor-
tadossomente osefeitosprincipais. O farelo de soja,
comparado ao farelo de trigo e fuba, apresentou
(P<0,05) maiores valores de producédo de amonia,
proteinamicrobiana, pH final eatividade especifica
de producdo de ambénia (AEPA). O farelo de trigo,
por sua vez, apresentou maiores valores de pH
final e AEPA que o fuba de milho (P<0,05),
demonstrando ser o fuba de milho um alimento de
menor degradabilidade e mais resistente a acéo dos
microrgani smos.

A monensinatendeu adiminuir (P<0,10) aproducdo
e taxa de producéo de gases e reduziu a AEPA ea
degradabilidade daproteina(P<0,05), demonstrando
que o ionéforo é um potente inibidor da atividade
degradativa das bactérias, principal mente bactérias
proteoliticas como B. fibrisolvens, F. succinogenes
e S. bovis (SLYTER, 1976). A maior producéo de
amonia foi atribuida ao alto teor de proteina e alta
degradabilidade do farelo de sojae ao maior pH do
meio, que aumenta a atividade de desaminac&o.
(ERFLE et al., 1982; LANA et al., 1998).

O efeito da monensina sobre a producéo de

gases também foi observado por BARTLEY et al.
(1979) e SCHELLING (1984). A redugéo na produ-
¢80 de gases € atribuida & diminuico da relagéo
acetato/propionato no processo de fermentacgéo,
uma vez que a sintese de acido acético favorece a
producéo de gases (RUSSELL e STROBEL, 1989).

Foram observados maiores valores de coefici-
entes de correlagbes (0,56 a 0,72) do contraste L1
(farelo de soja vs farelo de trigo e fuba de milho)
sobreaprodug&o deamoénia(mM, mM/hora, AEPA)
(Tabela 3), demonstrando a maior degradabilidade
do farelo de sojaem relagdo aos outrosalimentos. A
monensina, por suavez, apresentou menoresvalores
de coeficientes de correlagdes (-0,20 a-0,34) com a
producdo de amoénia em relagdo ao pH, que foi o
parémetro que apresentou maiores correlagdes com
a producdo de ambnia (0,60 a 0,81) (Tabela 3).

A monensina interagiu com o pH sobre a
degradabilidade da proteina (-0,47) (P<0,05), indi-
cando que o ionoforo foi mais efetivo em reduzir a
degradacdo em maiores valores de pH no meio
(Figura3). A inibicdo damonensinasobre adegra-
dacéo da proteinafoi reduzida em liquido ruminal
com maior acidez, mostrando-se similar ao efeito
do pH, provavelmente pelainibic¢éo de popul acbes
de bactérias desaminadoras de aminoacidos. A

Tabela 2 - Efeitos de fontes de alimento (100mg) e monensina (5uM) sobre a producdo de amodnia (72-0 horas), proteina
microbiana (72 horas), producéo (72 horas) e taxa de produc¢édo de gases, pH, atividade especifica de produgédo de
amdnia (AEPA, 72 horas) e degradabilidade da proteina (D) em 15 mL de liquido ruminal

Table 2 -  Effects of feed sources (100 mg) and monensin (5uM) on ammonia production (72 - 0 horas), microbial protein (72 h), production
(72 h) and rate of gas production, pH, specific activity of ammonia production (AEPA, 72 h) and protein degradation (D) in 15 mL
of rumen fluid

Alimento Com Monensina Significancia(Significance)
Feed source Monensin (P=)
FS FT FM Sem Com BP L1 L2 M LIxM L2xM
(w/out) (with)

NH5, mM 29,29 7,15 6,99 17,37 11,59 525 000 081 019 013 071

Proteina 1451 1177 1042 1178 1268 164,3 002 052 051 029 092

mic.,mg/L

Microbial protein

Gases, mL 825 116 10,2 113 8,80 1,710 027 094 009 08 036

Gases, mL/h! 0,24 0,29 0,32 0,32 0,24 0,049 036 097 007 083 052

pH final 6,08 564 5,00 559 556 0,132 000 000 084 083 047

AEPA 3,73 2,22 054 2,84 148 0,721 000 004 003 021 039

D (%) 679 482 41,6 699 352 16,39 009 073 002 039 092

FS =Farelo de soja; FT = farelo de trigo; FM = fuba de milho; EP = erro padrdo da média; L1 = farelo de soja vs farelo de trigo e fuba de milho;
L2 =farelo de trigo vs fuba de milho; M = monensina; D = degradabilidade da proteina.

1 Dados obtidos pela derivada primeira da equacgéo de regressao utilizando o tempo em que a derivada segunda se igualava a zero.

FS = Soybean meal; FT = wheat middlings, FM = corn meal; EP = standard error of mean; L1 = soybean meal vs wheat middlings and corn meal; L2 = wheat middlings

vs corn meal; M = monensin; D=protein degradation.

1 Data obtained by the derived regression equation by using the time that nuled the secondary derived equation.
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Efeitos de fontes de alimento (100 mg) (farelo de soja, #; farelo de trigo, m; e fuba de milho, A) e monensina (5 uUM) sobre
aproducdo de gases (a, b), acidez (c, d) e atividade especifica de produgdo de aménia (AEPA) (e, f), em incubagdes contendo
15 mL de liquido de rimen. Cada ponto corresponde a média de 8 (alimentos) ou 12 (monensina) observacdes.
Effects of food source (100 mg) (soybean meal, ®; wheat middlings, m; and corn meal, A) and monensin (5 UM; square symbol)
on gas production (a, b), acidity (c, d) and specific activity of ammonia production (SAAP) (e, f) over time in incubations containing
15 mL of rumen fluid. Each point is the mean of 8 (feed source) or 12 (monensin) observations.
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Tabela 3 - Coeficientes de correlagdes lineares entre alguns parametros provenientes da incubacdo de microrganismos
ruminais em um meio contendo alimentos (100 mg) e monensina (5 uM) em 15 mL de liquido de rimen, apés 72

horas de incubagéo

Table 3 - Coefficients of linear correlation among some parameters from the incubation of 15 mL of rumen fluid with 100 mg of some feed
sources and monensin (5 uM) in 72 hours
L1 L2 M pHfinal pHxM NH,, NH,, AEPA Ptn. Ptn.
mM mM/h mic., mic.,
mg/L mg/l/h
L2 0,00
M 0,00 0,00
pH final 0,72 0,52 -0,02
pH XM 0,07 0,04 0,99 0,06
NH5, mM 0,72 -0,00 -0,20 0,69 0,16
NH3, mM/h 0,59 -0,03 -0,31 0,60 -0,29 091
AEPA 0,56 0,35 -0,34 081 -0,30 0,77 0,80
Ptn. mic., mg/l 047 -0,16 0,13 0,14 0,13 041 0,27 -0,04
Ptn. micr.,mg/l/h 0,59 -0,11 -0,13 041 0,12 0,77 0,72 0,51 0,60
Degr. ptn. (%) 0,31 0,08 -0,48 0,49 -047 0,70 0,79 0,76 0,08 0,56

L1= farelo de soja vs farelo de trigo e fuba de milho; L2 = farelo de trigo vs fuba de milho; M = monensina; AEPA = atividade especifica de produgéo
de amdnia, em nmol/mg de proteina microbiana/minuto; Ptn. mic. = proteina microbiana; Degr. ptn. = degradabilidade da proteina.

L1= soybean meal vs wheat middlings plus corn meal; L2 = wheat middlings vs corn meal; M=monensin; AEPA=specific activity of ammonia production, nmol/mg of
microbial protein/min; Ptn. mic.= microbial protein; Degr. ptn.=protein degradation.

interacdo entre a acidez e monensina sobre a
producédo de amoénia pode ser a explicacdo do
maior efeito dessa substancia sobre o desempenho
de animais em pastejo e, conseqiientemente, sobre
aeficiénciade utilizagdo do nitrogénio alimentar,
em comparacdo aqueles em confinamento
(GOODRICH et al., 1984).

Deg = -231 + 53,5xpH + 199xMon - 41,6xpHxMon r’ = 58%
onde Mon = 0 (controle) ou 1 (monensina)

100 | —e—controle
—=&— Monensina

80 +
60 -

40 -

Potential protein degradability (%)

20 -

Degradabilidade potencial da proteina (%)

O T T 1

4.8 5,2 5,6 6
pH

Figura 3 - Efeitos de monensina (5uM) sobre a
degradabilidade da proteina dos alimentos em
incubag6es contendo 15 mL de liquido de rimen
em diferentes valores de pH.

Figure 3 - Effects of monensin (5uM) on feed protein degradation
in incubations containing 15 mL of rumen fluid in
different pH values.

O efeito da monensina sobre a inibicdo das
bactériasgram-positivas, fermentadorasvigorosasde
aminoacidos, entre elas Peptostreptococcus
anaerobius, Clostridium sticklandii e
Clostridium aminophilum, foi demonstrado in
vitro por RUSSELL et al. (1988) e CHEN e
RUSSELL (1989) e sobre as bactérias P.
anaerobius e C. sticklandii in vivo, por KRAUSE
e RUSSELL (1996). O efeito inibitério da acidez
do liquido ruminal sobre as P. anaerobius e C.
sticklandii foi observado in vitro (CHEN e
RUSSELL, 1988; CHEN e RUSSELL, 1989), em
que ainibicéo foi mais expressivaem valores de pH
menor que 6,0.

Conclusdes

Os ionéforos proporcionam maior eficiéncia na
utilizacdo da proteina pelos animais ruminantes,
guando a dieta apresenta alta relacdo proteina/
carboidrato fermentecivel e o pH ruminal é elevado,
como no caso de animais sob alimentacdo de
volumosos de boa qualidade.
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