Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.57, n.6, p.777-783, 2005

Efeito do pH in vitro sobre a resisténcia de bactérias do rimen a perda
de potassio intracelular e efeito do pH e de ion6foros sobre a
producio de amonia e proteina microbiana
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RESUMO

Em dois estudos, o liquido ruminal de bovinos mantidos sob pastagem foi usado para incubagado in vitro
em diferentes meios artificiais com valores de pH 5,5 e 7,0, para avaliar a agcdo de niveis crescentes de
monensina na resisténcia a perda de potassio de bactérias do rimen e verificar o efeito de monensina ¢
lasalocida na producdo de amodnia e de proteina microbiana em pH 5,5 ¢ 7,0. O meio utilizado para
determinar a perda de potassio interferiu nos valores absolutos de potassio. A concentragdo de monensina
necessaria para causar a metade da perda maxima de potassio foi de 2,77uM em pH 5,5 e 0,056uM em
pH 7,0, evidenciando que as bactérias incubadas em meios com pH 5,5 foram mais resistentes a
monensina que aquelas incubadas em meios com pH 7,0. Os ion6foros e a acidez do meio reduziram a
producdo de amdnia, e ndo se observou interagdo entre eles. Os iondforos, independente do pH, inibiram
a producdo de amoénia em 56%. A acidez inibiu a produgdio de amonia em 50,5%, independente do
iono6foro. Os efeitos dos ionoforos e da acidez foram aditivos quando a inibi¢do maxima ocorreu pelo uso
de ion6foros com pH baixo (75,2%). A produgdo de proteina microbiana foi menor quando a lasalocida
estava presente no meio de cultura com baixo valor de pH.

Palavras-chave: bactérias, lasalocida, monensina, pH, rimen

ABSTRACT

Ruminal fluid from steers fed on pasture was incubated with artificial media at pH 5.5 and 7.0 in two
experiments. In the first, the effect of monensin level on resistance of ruminal bacteria to potassium
depletion was evaluated; in the second, effects of the ionophores monensin and lasalocid on ammonia
and protein production were quantified. In experiment 1, culture media affected potassium level. The
monensin concentration needed to cause half maximal potassium depletion was 2.77uM at pH 5.5 but
was 0.056uM at pH 7.0, showing that bacteria incubated at pH 5.5 were more tolerant to monensin than
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those incubated at pH 7.0. Both ionophores as well as increased acidity caused decreased ammonia
production. Both ionophores inhibited ammonia production by 56%, independently of pH. In cultures
incubated at pH 5.5 compared to pH 7.0, ammonia production was decreased by 50.5%, independently
of the ionophores. Therefore, effects of ionophores and acidity were additive, and the maximum
inhibition occurred in the presence of an ionophore at low pH (75.2%). Microbial protein production
was lowest when lasalocid was present in a low pH culture medium, causing inhibition of microbial

growth.

Keywords: bacteria, lasalocid, monensin, pH, rumen

INTRODUCAO

Monensina e lasalocida sdo antibidticos
(iondforos) usados para aumentar a eficiéncia
alimentar de ruminantes (Goodrich et al., 1984).
A eficiéncia alimentar é considerada o melhor
pardmetro para se avaliar o efeito de iondforos
no desempenho animal, mas experimentos com
grande numero de animais sdo caros e
demorados. Ha, portanto, a necessidade de se
aperfeicoar uma técnica in vitro que seja
eficiente e de baixo custo.

Os ionoforos inibem principalmente as bactérias
Gram-positivas, uma vez que a resisténcia aos
ion6foros estd relacionada a presenca de uma
membrana externa, de natureza
lipopolissacaridica, existente em bactérias Gram-
negativas (Russell e Strobel, 1988). A monensina
¢ um antiporte que catalisa ndo apenas trocas de
sodio (alta afinidade) e protons na membrana
plasmatica, como também permite trocas de
prétons e potassio. A lasalocida transporta
muitos cations mono e bivalentes (incluindo
protons) e tem maior afinidade por K’
(Pressman, 1973, 1976). Lana ¢ Russell (1996)
apresentaram uma técnica para avaliacdo da
resisténcia da populacdo microbiana ruminal in
vivo, com base na avaliagdo da diminui¢do do
nivel de potassio intracelular quando as bactérias
sdo submetidas a niveis crescentes de ionéforos
in vitro.

A manipulagdo da fermentagdo ruminal pode ser
realizada por meio de alteragdes de pH,
fornecimento de  ionoforos  (antibidticos
naturais), entre outros, com intuito de diminuir
perdas de energia e proteina por fermentagdes
indesejaveis e impactos ambientais provenientes
da emissao de metano na atmosfera.

O efeito dos iondforos é mais drastico com dietas
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a base de forragem, pois, sob essas condigdes, a
taxa de degradagdo de proteina ¢ muito maior
que a taxa de fermentagdo de carboidratos,
tornando os niveis de amoénia ruminal mais
elevados (Russell, 1996).

O objetivo deste trabalho foi determinar o efeito
do pH na resisténcia da populacdo de bactérias
do rumen a perda de potassio intracelular e o seu
efeito associado aos ionoforos monensina e
lasalocida sobre a producdo de proteina
microbiana e de amonia, utilizando-se técnica de
incubagdo in vitro em diferentes meios.

MATERIAL E METODOS

Realizaram-se dois experimentos. No primeiro,
foram coletados 500ml do liquido ruminal de
bovino duas horas apds a alimentacdo com
capim-coast-cross  (Cynodon  dactylon). O
liquido, filtrado em quatro camadas de gaze,
transportado sob anaerobiose para o laboratorio,
colocado em erlenmeyer e mantido a 39°C por 30
minutos para coleta da fase intermedidria, foi
centrifugado a 500 x g por 10 minutos. O
sobrenadante, centrifugado a 1200 x g por 10
minutos para obtencdo do sedimento de
populagdes de bactérias do ramen, foi suspenso
em metade do volume inicial com solugdo salina
(0,9%) e usado como inéculo nos diferentes
meios de cultura.

Os meios utilizados foram preparados a partir do
sobrenadante do liquido ruminal centrifugado a
500 x g por 15 minutos, autoclavado durante 20
minutos e diluido (1:5) com tampido McDougall
(9,8g de NaHCO;, 0,57g de KCl, 0,47g de NaCl,
0,05g de CaCl,.2H,0, 7g de NaHPO,.7H,O e
0,12g de MgS0,4.7H,0; Silva e Queiroz, 2002),
enriquecido por litro com 10ml de solugdo
padrio de vitaminas (10mg de piradoxamina
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2HCI, 20mg de riboflavina, 20mg de tiamina
HCl, 20mg de nicotinamida, 20mg de Ca —
pantotenato, 10mg de acido lipdico, 1mg de
acido p-aminobenzoico, 0,5mg de acido folico,
0,5mg de biotina, 0,5mg de cianocobalamina,
10mg de piridoxal HCI e 10mg de piridoxina
HCI por 100ml de 0,IM K,HPO, ou 0,1M
KH,PO,4 em pH 6,0), 5ml de minerais (500mg de
Na,EDTA, 200mg de FeSO, . 7H,0, 10mg de
ZnSO, . TH,0, 200mg de MnCl, . 4H,0, 20mg
de H3BO3, 20mg de CoCl, . 6H,O, 1mg de CuCl,
. 2H,0, 2mg de NiCl, . 6H,0, 3mg de NaMoO, .
2H,0 por litro de H,O destilada), e meio Chen
(292mg de K,HPO, . 3H,0, 240mg de KH,PO,,
480mg de (NH4),SO,, 480mg de NaCl, 100mg
MgSO, . 7H,0, 64mg de CaCl, . 2H,0, 4000mg
de Na,CO; e 600mg de cisteina por litro de H,O
destilada; Lana e Russell, 1996), todos
novamente autoclavados por 12 minutos.

Incubaram-se 7,6ml de cada um dos trés meios
em pH 5,5 e 7,0, em duplicata, acrescentando-se
Iml do indéculo, 1ml de caseina hidrolisada
(tripticase) a 15%, 0,2ml de etanol a 99% e
0,2ml de glicose a 1,5%. A incubagdo foi feita a
39°C sob anaerobiose durante trés dias,
realizando-se transferéncia a cada 24 horas de
Iml da cultura inicial para novos tubos nas
mesmas condi¢des acima. No terceiro dia, foi
feito o teste de resisténcia bacteriana,
transferindo-se 1,4ml do meio incubado para
cinco novos tubos, adicionando-se 0,Iml de
solugdo de etanol (99%) com niveis crescentes
de monensina (0; 0,16; 0,31; 1,25 e 5uM como
concentragdo final), seguindo-se incubagdo de 10
minutos a 39'C em anaerobiose. De acordo com
Lana e Russell (1996), coletou-se Iml de
amostras em tubos de 1,5ml e centrifugou-se a
10.000 x g por cinco minutos, por meio de uma
camada de 0,3ml de 6leo silicone (mistura 50:50
dos oleos Hysol 550 e 560)'. Os tubos foram
congelados a -20°C, os sedimentos celulares
removidos pelo corte de sua parte inferior, e as
células digeridas com
HNO;3N em igual volume final do meio. O
residuo ndo digerido foi removido por
centrifugag@o 10.000 x g por cinco minutos, ¢ 0
potéssio determinado em espectrofotometro de
chama. A perda do potassio celular foi estimada
em relagdo as amostras incubadas sem
monensina.

!Hysol Co., Olean, NY
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Utilizou-se delineamento inteiramente ao acaso,
em fatorial 3x2x5 (tr€s meios, dois valores de
pH e cinco niveis de monensina), com duas
repetigdes, sendo realizadas analises de
variancia, incluindo os efeitos principais e de
interagdo (User’s... 1999). Fez-se analise de
regressdo da reciproca da perda de potassio
intracelular em fungdo da reciproca da
concentragdo de monensina para determinar a
perda maxima de potassio (Kux) € a
concentragdo de monensina necessaria para
causar a metade da perda maxima de potassio
(Ky), segundo Lana e Russell (1996).

No segundo experimento, um bovino fistulado
no rimen, alimentado uma vez ao dia com dieta
exclusiva de capim-elefante (Pennisetum
purpureum) picado, foi utilizado como doador de
liquido do ramen. Apds a incubagdo in vitro do
liquido, coletado duas horas apds alimentagéo,
adicionou-se suspensdo de amido (10g/1) a 39'C
em anaerobiose por 19 horas, até atingir pH de
5,5. O meio foi resfriado a 5°C e centrifugado a
500 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi
autoclavado por 20 minutos e armazenado em
geladeira. Para obter o liquido de rimen com
valor de pH 7,0, o mesmo foi coletado antes da
alimentagdo, resfriado a 5°C e centrifugado a
500 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi
autoclavado por 20 minutos e armazenado em
geladeira.

O inbculo, obtido de liquido ruminal coletado
duas horas apdés a alimentagdo e mantido em
banho-maria a 39°C sob anaerobiose, ficou em
repouso por 30 minutos para a obtengdo do
liquido da fase intermediaria com a populacdo de
bactérias do ramen.

Incubaram-se a 39°C, em anaerobiose, 7,8ml dos
meios (pH 5,5 ou 7,0), em duplicata,
acrescentando-se 1ml de indculo, 1ml de caseina
hidrolisada (tripticase 15%) e 0,2ml de etanol a
99%, na auséncia (controle) ou presenca dos
ion6foros monensina ¢ lasalocida, durante oito
dias. Os iondforos foram adicionados para
atingir SuM. A solugdo alcoolica usada foi
obtida adicionando-se 0,03465g de monensina
ou 0,03065g de lasalocida por 20ml de etanol
(99%), seguida de dilui¢do de 1:9 com etanol.

A cada 24 horas de incubag¢do foram retiradas da
cultura duas aliquotas de 1,0ml para a
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determinacdo de amodnia (Channey e Marbach,
1962) e para andlise de proteina microbiana
(Lowry et al., 1951). Em seguida, as aliquotas
foram centrifugadas em tubos de 1,5ml a
10.000 x g por 10 minutos; o sobrenadante ou o
sedimento celular foi coletado e congelado para
posteriores analises. Na obtengdo do sedimento
celular, acrescentou-se Iml de soluc¢do salina
(09% de NaCl) na amostra acima,
centrifugando-se a 10.000 x g por 10 minutos e
retirando-se o sobrenadante. Adicionou-se
novamente 1ml de soluc¢do salina, centrifugou-
se, retirou-se o sobrenadante e dissolveu-se o
sedimento celular em 4gua destilada ao volume
inicial de Iml.

Utilizou-se o delineamento em blocos ao acaso
para avaliar os efeitos de ionodforos, em dois
valores de pH, em duplicata, durante oito dias.
Foram realizadas analises de variancia,
avaliando-se os efeitos dos aditivos, pH e suas
interacdes (User’s... 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentragdo inicial de potdssio intracelular
foi maior em meio onde as bactérias foram
submetidas ao pH 7,0, ¢ ocorreu decréscimo com
abaixamento de pH e aumento do nivel de
monensina (P<0,001; Tab. 1). O meio contendo
liquido ruminal (LR) apresentou valor mais alto
de potassio, provavelmente em razao do alto teor
de potassio, quando comparado com os meios
McDougall enriquecido ¢ Chen. O meio para
determinar a perda de potassio interferiu nos
valores absolutos de potassio, porém sem alterar
a acdo de niveis crescentes de monensina. A
medida que se aumentou a concentra¢do de
monensina, houve redugdo da concentragdo de
potassio intracelular da populag@o bacteriana do
ramen. O meio pode causar contaminagdes de
sodio e de potassio (Russell, 1996), interferindo
na acdo do iondforo, que depende do gradiente
de concentragdo do ion na membrana.

Tabela 1. Concentragdo de potassio intracelular (mmol/L) em populacdes de bactérias do rumen
incubadas em diferentes meios de cultura e pH e tratadas com cinco niveis de monensina a 39 C por 10

minutos’

Concentragdo de Liquido ruminal + McDougall  McDougall enriquecido Chen
monensina (uM) pH 5.5 pH 7,0 pH 5.5 pH 7,0 pH 5,5 pH 7,0
0,00 12,8 35,8 5,7 17,9 6,4 11,5
0,16 12,8 23,0 5,1 10,2 5,1 7,7
0,31 11,5 243 5,1 10,2 3,8 8,9
1,25 10,2 20,5 5,1 18,9 3,8 7,7
5,00 8,9 16,6 5,1 7,7 2,5 6,4

"Houve efeito de meio de cultura, pH e monensina (P<0,001).

A partir das equacdes de regressdo linear da
reciproca da concentragdo de monensina versus a
reciproca da perda de potassio intracelular para
os valores de pH de 5,5 e 7,0 nos diferentes
meios, obtiveram-se as constantes de resisténcia
a monensina, em que a perda maxima de potassio
(Kinax) pode ser obtida pelo inverso do intercepto
da ordenada (1/a) e a concentragdo de monensina
necessaria para causar a metade da perda
maxima (Ky) pela divisdo da inclinagdo da reta,
pelo intercepto da ordenada (b/a; Fig. 1).
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Houve perda do potassio intracelular pela agdo
da monensina in vitro em diferentes meios e em
dois valores de pH. As curvas foram obtidas
pelas médias das repeticdes (Fig. 2).

O K,..x obtido foi de 58,8% para o pH 5,5 ¢ de
46,5% para o pH 7,0. O efeito de pH foi mais
expressivo no Ky, de 2,77uM no pH 5,5 e
0,056uM de monensina no pH 7,0. Esse efeito
mostra que as bactérias incubadas em meio com
pH 5,5 s@o mais resistentes a monensina que
aquelas incubadas em meios com pH 7,0 (Fig.

1).
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Figura 1. Relagdo entre a reciproca da concentracdo de monensina e a reciproca da perda de potassio
intracelular na populagdo de bactérias do rimen em meios com pH 5,5 e 7,0.
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Figura 2. (A) Efeito da monensina na perda de potassio intracelular de populagdes de bactérias do raimen
incubadas a 39'C por 10 minutos em diferentes meios (LR — liquido de ramen; Mc — McDougall). (B)
Efeito da monensina na perda de potassio intracelular de populagdes de bactérias do rimen incubadas a
39°C por 10 minutos em dois valores de pH.

Em trabalhos anteriores, constatou-se maior consistentes com a possivel mudanga da
tolerdncia & perda do potassio intracelular pela populagdo de bactérias do rimen de Gram-
acdo da monensina in vitro em bactérias positiva para Gram-negativa e a conseqiiente
provenientes de animais que receberam dietas mudanga nos pardmetros de fermentagdo
contendo lipidios ou os iondforos monensina e ruminal, como a diminui¢do da relagdo
lasalocida (Lana e Russell, 1996), ou nivel acetato:propionato no liquido ruminal e da
elevado de concentrado em relagdo a volumoso producdo de metano.

(Lana e Russell, 2001). Esses efeitos foram
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O pH do meio também pode alterar a populagdo
de bactérias do ramen quanto a perda de potassio
intracelular (Fig. 1 e 2). O pH baixo reduz o pH
intracelular com conseqiiente redugdo na
atividade enzimatica, assim, diminui ou inibe o
crescimento celular de algumas bactérias,
enquanto outras, mais adaptadas ao pH baixo,
como o Streptococcus bovis e Lactobacillus sp.,
proliferam.

No segundo estudo, os iono6foros e a acidez do

N-NH3 (mM)
=N W b
o O O oo
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meio reduziram a producdo de amonia (P<0,05),
e ndo se observou interacdo entre eles (Fig. 3).
Nao houve diferenca entre os iondforos, pois,
independente do pH do meio, eles inibiram a
produgdo de amodnia em 56% (P<0,05). A acidez,
por sua vez, inibiu a producdo de amodnia em
50,5% (P<0,05), independente dos ionoforos.
Portanto, o efeito dos ionoforos € a acidez foram
aditivos, quando a inibigdo maxima ocorreu pelo
uso de iondforos em pH baixo (75,2%; P<0,05).

7,0
pH

‘l Controle @ Monensina OLasalocida ‘

Figura 3. Producdo média de amonia (mM) apds 24 horas de incubagdo in vitro da populacao de bactérias
do ramen sob dois valores de pH e ion6foros (monensina e lasalocida).

O efeito de iondforos em reduzir a produgdo de
amonia foi verificado anteriormente, tanto in
vitro (Van Nevel e Demeyer, 1977) como in vivo
(Dinius et al.,, 1976). A menor producdo de
amonia (10,6 mM) no pH 5,5 ¢ semelhante a ja
observada por Lana et al. (1998). O decréscimo
da produgdo de amoénia atribuido a ag@o dos
ion6foros ¢ conseqiiéncia da redugdo da
degradacdo da proteina. Esse fato ¢ de grande
importancia para o desempenho animal, pois
caracteriza o efeito chamado protein-sparing.
Isso significa aumento da quantidade da proteina
da dieta que escapa da degradagdo ruminal e fica
disponivel para a digestio no abomaso e no
intestino delgado e posterior absor¢do dos
aminoacidos pelo intestino delgado (Van Nevel e
Demeyer, 1977; Russell, 1996). Esses mesmos
efeitos podem ser observados quando ocorre
acidificagdo do meio atribuido ao fornecimento
de carboidratos nao fibrosos (Lana et al., 1998).
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De modo geral, ndo houve efeito dos ionoforos e
acidez sobre a producdo de proteina microbiana
(990,8mg/1), exceto quando a lasalocida estava
presente no meio de cultura com baixo valor de
pH. Nesse caso, ocorreu inibigdo (P<0,05) do
crescimento microbiano (Fig. 4). Estudos
anteriores com culturas de populacdo de
bactérias do rimen indicaram que a monensina
provocou decréscimo na quantidade de proteina
microbiana, quando a tripticase foi usada como
substrato da fermentacdo (Van Nevel e Demeyer,
1977; Russell e Martin,1984). Lana e Russell
(1996), ao usarem uma nova técnica de
determinag@o da resisténcia microbiana a perda
do potassio intracelular, observaram que a
lasalocida foi mais potente inibidor in vitro dos
microrganismos ruminais do que a monensina,
aspecto confirmado pelo resultado do segundo
estudo.
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Figura 4. Proteina microbiana (mg/l) média ap6s 24 horas de incubacgao in vitro da populacdo de bactérias
do ramen sob dois valores de pH com ou sem iondforos (monensina e lasalocida).

CONCLUSOES

O aumento da acidez torna a populagdo
microbiana do rimen mais resistente a perda de
potéssio intracelular quando testado com
monensina. Os ion6foros e a acidez tém efeito
sinérgico na redug@o da produgdo de aménia, e a
lasalocida inibe o crescimento da populagdo de
bactérias do rimen em meio de cultura com
baixo pH.
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