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Efeitos da M onensina sobre a Fer mentacao e Sensibilidade de Bactérias Ruminais de
Bovinos sob Dietas Ricas em Volumoso ou Concentrado

Rogério de Paula Lanal, James B. Russell?

RESUM O - Objetivou-se avaliar os efeitos da monensina sobre as mudancas nos padrfes de fermentagao e resisténcia a perdado
potéssio intracelular das bactérias ruminais provenientes de quatro bovinos recebendo dietas ricas em volumoso ou concentrado. As
bactérias obtidas por centrifugagao diferencial foram resuspensasem um meio pobre em potassio, no qual foi medidaaperdado potassio
intracelular, em 10 minutos de incubago, pelo uso de nivel crescente de monensina. Os produtos de fermentacéo foram obtidos apds
24 horas de incubagéo da culturacom feno de graminea (100 mg/10 mL). As bactérias obtidas de animais recebendo dietacom 90% de
concentrado produziram metade do metano e apresentaram metade darel agdo acetato propionato que as bactérias de animaisrecebendo
forragem. Mais monensina foi requerida para diminuir a produgdo de metano e a relagéo acetato:propionato em bactérias de animais
alimentados com 90% de concentrado que naquel as de animais recebendo forragem. A quantidade de monensinanecesséria paracausar
metade da perda méximade potassio intracelular em bactérias de animais recebendo 90% de concentrado foi 12 vezes maior que aquela
necessaria em bactérias de animais recebendo forragem. Umavez que as bactérias de animais recebendo forragem sdo mais sensiveisa
monensi naqueaquel asdeani mai srecebendo dietasricasem concentrado, espera-semaior efeito desteionéforo no desempenho debovinos
em dietas ricas em volumoso.
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Effects of Monensin on Fer mentation and Sensitivity of Ruminal Bacteria from
Bovines Fed High Concentrate or Forage Diets

ABSTRACT - The objective of this experiment was to evaluate the effects of monensin on changes of fermentation pattern and
resistancetointracellular potassiumlossesfrom ruminal bacteriaof four cattlereceiving highforageor high concentratediets. Thebacteria
obtained by differential centrifugation were resuspended in alow potassium media. Theintracellular potassium |osses were measured
after 10 minutes of incubation at increasing levels of monensin. The fermentation products were obtained after 24 hours of culture
incubation with grass hay (100 mg/10 mL). Bacteria taken from cattle fed with 90% concentrate diet produced half as much methane
and had 2-fold | ower acetateto propionateratio than bacteriafrom cattlefed forage. M ore monensin wasrequired to decrease the methane
production and the acetateto propionateratio of bacteriafrom cattlefed 90% concentratethan bacteriafrom cattlefed forage. Theamount
of monensin needed to cause half of the maximal potassium intracellular lossesin bacteria from animals fed 90% concentrate was 12-
fold greater than the amount needed for bacteriataken from forage-fed cattle. Once those bacteriafrom forage-fed cattle are inherently
more sensitive to monensin than bacteriafrom concentrate-fed cattle diets, agreater benefit of monensin on animal performancein high
forage dietsis expected.
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Introducéo fermentagéo dos carboidratos sdo oxidados naprodu-
¢do do propionato, aumentando aretencdo de energia

O ionéforo monensinatem sido utilizado na ali- pelo animal (GOODRICH et al., 1984).

mentacéo de bovinos de corte por mais de 20 anos
para aumentar a eficiéncia alimentar (GOODRICH
et al., 1984; RUSSELL e STROBEL, 1989).
A monensina é mais eficiente contrabactérias gram-
positivas—maioresprodutorasdehidrogénio, precursor
de metano — que contra gram-negativas (CHEN e
WOLIN, 1979). Quando a producéo de hidrogénio e
metano diminui, os cofatores reduzidos durante a

O efeito damonensinasobre aecol ogiamicrobiana
ruminal tem proporcionado resul tados contraditorios,
uma vez que as bactérias obtidas diretamente do
rimen apresentam coloragdo gram variavel
(HUNGATE, 1966) e amaioriaaindanao é classifi-
cada pelo sequenciamento do RNA ribossémico
(KRAUSE e RUSSELL, 1996). DAWSON e
BOLING (1983) verificaram que bovinos tratados
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com monensina apresentaram uma populagéo
bacteriana ruminal mais tolerante a monensina in
vitro que a populagéo bacteriana de animais controle.
Entretanto, esta diferencafoi primariamente causada
pel o declinio dasbactériasresi stentesamonensinanos
animais controle, em vez do aumento da populagdo
resistente nos animais tratados com o ionoforo.

A moléculademonensinaéum poliéter carboxilico
gue se liga a ions metdlicos e os carreia através da
membranacelular (PRESSMAN, 1976). A monensina
tem um grupamento carboxilico exposto, devendo ser
ndo-protonado para favorecer seu movimento livre-
mente através da membrana celular. A ligagdo
sequencial de ions metalicos e prétons permite a
monensina agir como metal/préton antiporte. O
grupamento carboxilico tem um pKa ligeiramente
alcalino, sendo a monensina mais habil em inibir
bactérias(Streptococcushbovis, por exempl o), quando
0 pH é acidico (CHOW e RUSSELL, 1990).

A monensina cataliza a saida de potéssio nas
bactérias sensiveis (RUSSELL, 1987), e recente
pesquisa (LANA e RUSSELL, 1996) indicou que a
perda de potassio intracelular pode ser usada para
monitorar o efeito deiondforos naecologiaruminal.
Quando bovinosreceberam 350 mg de monensinapor
dia, a concentragdo de monensina necesséria para
causar metade da perda maxima de potassio (Kd)
aumentou oito vezes, e esta mudanga ocorreu dois
dias apbs o inicio da suplementaco.

A monensina é tipicamente oferecida a animais
em confinamento recebendo grandes quantidades de
cereais, e os resultados de 228 ensaios (11274 ani-
mai s) indicaram que o aumento naeficiénciaalimen-
tar foi de 6,4% (GOODRICH et al., 1984). A
monensi natambém tem sido utilizadaem bovinos sob
pastejo, mas existem poucos dados sobre aeficiéncia
alimentar nestas condic¢des. Animais em pastagens e
suplementadoscom monensinaganharam 13,5% mais
peso queanimaiscontrole(GOODRICH etal., 1984),
sugerindo que as bactérias ruminais de animaisrece-
bendo forragem podem ser maissensiveisaoionoforo
gque aguelas de animais recebendo dieta contendo
concentrado.

O objetivo destetrabalho foi comparar os efeitos
da monensina sobre os produtos de fermentacdo e a
resisténciabacterianaaperdado potassiointracelular,
com aumento gradativo do ionéforo in vitro, em
microrgani smos provenientes de animais recebendo
forragem ou dieta rica em concentrado. Estas técni-
cas permitem acessar a sensibilidade das bactérias
ruminai saosiondéforos, nosguaismaior sensibilidade

em funcgado dadietaéindicativo demaior potencial de
mudanganapopul agdo microbianaruminal pelousode
ionoforos, com maior beneficio em melhorar o desem-
penho animal pelo uso dos mesmos na alimentacéo.

Material e métodos

Quatro bovinos fistulados no rimen foram ali-
mentados com 100% de forragem ou 90% de concen-
trado e 10% deforragem, restritos a95% do consumo
ad libitum. Com isto, os animais consumiram todo o
alimento fornecido, evitando a sele¢do da dieta. A
forragem utilizada foi o feno de capim-Timoteo
(Phleum pratense) (12% de PB; 61% de FDN; 42%
de FDA; 0,76% de Ca; 0,34% de P; 0,23% de Mg;
2,18% de K; e 0,02% de Na). A dieta rica em
concentrado (13% de PB; 20% de FDN; 10% de
FDA; 0,11% de Ca; 0,36% de P; 0,15% de Mg; e
0,75% deK) continha81% demilho quebrado, 9% de
farelo de soja e 10% de feno de capim-Timoteo,
balanceado de acordo com as recomendacBes do
NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC (1996).
Agua e sal mineral foram fornecidos a vontade.

Foi coletadadigestade pelo menoscincolocaisno
ramen, duas a trés horas pos-alimentacdo, sendo a
amostra coada por meio de quatro camadas de gaze
eo pH medidoimediatamente em peagdmetrodigital.
Oliquido ruminal (400 mL) foi transportado ao |abo-
ratério e centrifugado anaerobicamente a 500 x g
(5minutos, 5°C) pararemover particulasalimentares
e protozodrios e, em seguida, a 10.000 x g (15
minutos, 5°C) paraisolar asbactérias. O sobrenadante
foi estocado a-15°C.

Asbactérias mistas ruminais foram ressuspensas
em 10 mL de um meio de cultura anaerébico, apre-
sentando-se altamente concentradas. O meio de cul-
turacontinha292 mgdeK ,HPO,, 292 mgdeKH,PO,,,
480 mg de (NH,) 2SO,, 480 mg de NaCl, 100 mg de
MgS0,.7H20, 64 mg de CaCl,.2H,0, 4000 mg de
Na,CO,, 125 mg deNa,S.9H,0, 1,08 mmol de acido
isobutirico, 0,91 mmol deacidoisoval érico, 0,92 mmol
deécidoval érico, 0,88 mmol deécido DL -2-metilbutirico,
1000 mgdeTrypticase (BBL Microbiology Systems,
Cockeysville, MD, EUA), 500 mg de levedura e
600 mg decisteinahidrocléricapor litro. A suspensao
concentrada de bactéria foi transferida
anaerobicamente para o meio de culturae adensida-
de dtica foi monitorada. Uma vez que a densidade
Gtica atingiu 6 unidades (600 nm, cubeta de 1 cm,
espectrofotdmetro Gilford 260), 0 meio resultante
(10 mL) foi transferido anaerobicamente para tubos
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contendo 0,10 g de feno misto de gramineas (10% de
PB; 65% de FDN; 43% de FDA; 0,45% de Cag;
0,29% de P; 0,15% de Mg; 2,39% de K; e 0,02% de
Na) e 0 210 uM de monensina como concentragao
final, em duplicatas. Os tubos foram vedados com
rolhas de borracha, selados com capas de aluminio e
incubados anaerobicamente a 39°C por 24 horas.

Amostras de gases foram obtidas sob presséo
dos tubos de incubagéo por seringas com valvulas,
evitando perda de gases, e injetadas diretamente no
cromatografo a gas (Gow-Mac, modelo 550), para
determinar metano e hidrogénio. O meio de cultura
foi centrifugado pararemover o alimento ndo-digerido
easbactérias (13000 x g, 5minutos, 22°C). Osacidos
graxos volateis no liquido sobrenandante foram
determinados em cromatografia liquida de alto de-
sempenho (Beckman, modelo 334). As células
bacterianasforam tratadas com NaOH 0,2 N (100°C,
15minutos), eaproteinafoi analisadapel o método de
LOWRY et al. (1951).

No experimento para determinacdo da resistén-
ciadasbactériasaperdado potassiointracelular pelo
uso de niveis crescentes de monensina, segundo
LANA e RUSSELL (1996), as bactérias mistas
ruminais foram inicialmente ressuspensas em um
meio de culturaanaerobico, faltando amonia, sulfeto,
Trypticase, extrato de levedura e acidos graxos vo-
|ateis de cadeiaramificada. A concentragdo final de
células foi de duas densidades Gticas, equivalente a
600 mg de proteinamicrobianapor litro. Suspensdes
decélulas(3mL) foramtransferidasanaerobicamente
para tubos contendo 0 a 6,4 mM de monensina e
incubados a 39°C por 10 minutos. Amostras (1 mL)
foram centrifugadas (13000 x g, 5 minutos) em tubos
demicrocentrifugacontendo 0,3 mL dedleo silicone
(mistura50:50 dos 6leosHysol 550 €560 [Hysol Co.,
Olean, NY]). Os tubos de microcentrifuga foram
congelados (-15°C) e o fundo dos mesmos foram
cortados com um alicate, separando-se os pellets do
6leo silicone. Os pellets foram entdo digeridos a
temperatura ambiente por 24 horas em &cido nitrico
3 N, removendo-se o material indigerido por
centrifugagdo. O potéssio foi determinado em
espectrofotébmetro de chama (Cole-Parmer 2655-00).

A perdade potéssiofoi estimadapel o decréscimo
do potéssio intracelular. Foram obtidas equacdes de
regressdo linear da reciproca da perda de potéassio
com a reciproca da concentracdo de monensina,
determinando-se ent8o a quantidade de monensina
necessdriapara causar ametade da perdamaximade
potassio intracelular (Kd) e a perda maxima de

potéssio intracelular (Kmax). O intercepto da orde-
nada da equacdo de regressdo correspondeu a
-1/K .4 € O intercepto da abscissa -1/K .

A andlise estatistica dos parametros de fermen-
tag8o invitro foram feitasusando o teste "t" (STEEL
e TORRIE, 1960), no qual cada dietafoi fornecidaa
doisanimaiseasincubagbesforam feitasem duplicata.
No caso da avaliacdo do efeito de niveis crescentes
de monensinasobre os parametros defermentacdoin
vitro, foi utilizada a analise de regressao.

Resultados e Discussao

Bovinosalimentados com dietacontendo 90% de
concentrado apresentaram pH ruminal variando de
6,2, imediatamente antes daalimentacgéo, a 5,5, duas
a trés horas pés-alimentacéo; neste caso, a concen-
tracdo de acidos graxos voléateis (AGV) foi de 130
mM earelacéo acetato:propionatode 1,5:1. Emdieta
contendo somente volumoso, o pH ruminal foi mais
constante (6,7), a concentracdo de AGV foi de
80 mM e arelagéo acetato: propionato de 4:1.

Quando asbactériasruminaisembovinosalimen-
tados com dieta rica em concentrado ou exclusiva-
mente em forragem foram incubadas in vitro com
feno de graminea por 24 horas, a producéo total de
AGV foi de64 e 72 mM, respectivamente (Figura 1a).
As bactérias provenientes de dieta rica em concen-
trado produziram menos acetato, mais propionato e
menos metano que bactérias provenientesde dietade
volumoso (P<0,001) e astaxas de acetato: propionato
foram de 1,75:1 e 3,75:1, respectivamente
(Figuras 1b e 1c). N&o foi detectada produgéo de
hidrogénio. O meio de cultura foi tamponado por
carbonato de sddio, fazendo com que o pH ndo
variasse ao longo daincubacdo, mantendo-seem 6,5.

Animais alimentados com 90% de concentrado
apresentaram pH ruminal normalmente menor que
6,0. A inabilidade das bactérias de dietas ricas em
concentrado em produzir grande quanti dade de metano
eaumentar arelacdo acetato: propionato é consistente
comoefeitoinibitorio daacidez sobreametanogénese.
Trabalho publicado recentementeindicou que asbac-
térias mistas ruminais perdem ahabilidade de produ-
zir metano apartir dehidrogénio edioxido decarbono
em baixo pH e alta concentragcdo de acidos graxos
volateis (VAN KESSEL e RUSSELL, 1996).

O inoculo (seis unidades de densidade 6tica) foi
alto em relacdo a concentracdo de substrato
(10 mg/mL) e o crescimento dos microrganisSmos
metanogénicosfai restringido, umavez que, dentrodo
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tempo necessario para gue 0s mesmos aumentassem
apopulagdo invitro, todo o carboidrato disponivel ja
havia sido utilizado. Com isto, amenor producéo de
metano das bactérias provenientes da dieta rica em
concentrado foi um reflexo da menor populacdo de
microrganismos metanogénicos existentes in vitro,
assim como in vivo, provavelmente devido a sua
inibi¢do pelopH ruminal, conformerelatado por VAN
KESSEL e RUSSELL (1996).

A monensinaacarretou pequeno, massignificante
(P<0,001), decréscimo na producdo de AGV
(Figura 1a) e reduzida relag8o acetato:propionato
(P<0,001; Figura 1b). As bactérias de animais que
receberam forragem foram maissensiveisamonensina
que aquel as de dietas contendo 90% de concentrado.
Quando aconcentracdo de monensinafoi aumentada
em unidadeslogaritmicasde O paral0 mM, arelacdo
acetato:propionato (Figura 1b) das bactérias de ani-
mais recebendo forragem declinou 1,4 unidades (de
3,8 para 2,4) e das bactérias de animais em dietarica
em concentrado, somente 0,5 unidades (de 1,75 para
1,25). Mesmo pequena concentragcdo de monensina
causou decréscimo na producdo de metano das
bactérias provenientes de animais alimentados com
forragem earespostafoi aindamaior emaltosniveis
de monensina (Figura 1c). Quando bactérias de
animais recebendo 90% de concentrado foram tra-
tadas com monensina, ndo houve decréscimo na
producdo de metano até a concentracdo de
monensinaultrapassar 0,5uM. Altas concentracdes
de monensina diminuiram a producdo de metano,
mas essa producao ja era baixa.

A monensina quase sempre causa decréscimo
nas producbes de metano e na relagéo
acetato:propionato, sendo estas caracteristicas utili-
zadas como rotina para avaliagdo de iondéforos e
aditivos ruminais (CHALUPA, 1977, BERGEN e
BATES, 1984; e RUSSELL e STROBEL, 1989). O
relacionamento entre metano e acetato:propionato
deve ser estequiomeétrico, mashéafaltadeinformacéo
sobre essa relagdo. WOLIN (1960) publicou um
esquema matematico para predizer a producéo de
metano ruminal por intermédio do balango dos acidos
graxos voléteis. A comparagdo de valores preditos
versus observados indicou que todo o decréscimo na
produc&o de metano causado pela monensina pode
ser explicado pela mudancanos AGVs e por decrés-
cimo na relacdo acetato:propionato (Figura 2). O
balanco defermentacéo proposto por WOLIN (1960)
tendeu a superestimar a producdo de metano em
10%, particularmente quando as bactérias foram
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Figura 1 - Efeito da monensina na producdo de acidos
graxos volateis totais (a), relacédo
acetato:propionato (b) e produg&o de metano (c)
por bactérias mistas ruminais, incubadas com
feno de graminea moido por 24 horas. Os
simbolos abertos representam bactérias de
animais alimentados somente com forragem e
os simbolos fechados, bactérias de animais em
90% de concentrado.

Figure 1 - Effectof monensin on the total volatile fatty acid production
(a), acetate to propionate ratio (b) and methane production
(c) of mixed ruminal bacteria that were incubated with
ground hay for 24 hours. Open symbols are bacteria from
cattle fed only forage and closed symbols are bacteria
from cattle fed 90% concentrate.
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Figura 2 - Relacéo entre a producdo de metano observada
e a quantidade predita pelo balan¢o de
fermentagdo de Wolin. Os simbolos abertos
representam bactérias de animais alimentados
somente com forragem e os simbolos fechados,
bactérias de animais em 90% de concentrado.

Figure 2 - Relationship between observed methane production
and the amount predicted by the Wolin fermentation
balance. Open symbols are bacteria from cattle fed
only forage and closed symbols are bacteria from
cattle fed 90% concentrate.

obtidas de animais alimentados com dietaconcentrada.
Obalango defermentacdo deWolinndoinclui células
bacterianas como produto final de fermentagéo, ten-
dendo assim a aumentar a estimativa de producéo de
metano (REICHL e BALDWIN, 1975).

A maioriadas bactériastem altaconcentracao de
potassio intracelular, podendo apresentar elevado
gradiente de potassi0, especial mente se sua concen-
tracdo extracelular for baixa (BAKKER e
MANGERICH, 1981). O rimen é um ambiente rico
em sodio, sendo a concentracdo de sodio
frequentemente maior que 100 mM. A adesdo néo-
especificadesddio acélulabacterianatem confundido
aestimativade gradiente de sodio, mas parece que as
bactérias ruminais mantém baixa concentracéo de
sodio dentro em relagéo ao meio externo (STROBEL
eRUSSELL, 1989). A maioriadasbactérias mantém
um gradientede pH (alcalino no meiointerno), quan-
do o pH extracelular é acidico, masaforgcamotorado

meio externo para 0 meio interno proveniente dos
gradientes de pH e de sodio sdo normal mente muito
menores que aguela do meio interno para o externo
proporcionado pelogradientedepotassio (RUSSELL,
1987; RUSSELL e STROBEL, 1989).

Segundo COSTERTON et al. (1974), as bactérias
ruminais também apresentam grande quantidade de
glicogénio intracelular. LANA e RUSSELL (1996)
observaram que as bactérias mistas ruminais foram
habei s em manter o gradiente de potassi o por até sete
horas, mesmo quando n&o havia fontes de energia
extracelular. A monensina causou perda quase ime-
diata do potassio intracelular pelas bactérias mistas
ruminais, mas a perda foi dependente da concentra-
¢8o de monensina. Parece que as bactérias ruminais
podem usar reservas intracelulares para contrapor a
monensinaem manter constanciano fluxo de potassio
através da membrana celular.

As bactérias gram-negativas tém membrana ex-
ternaqueimpedem queamonensinaatinjaamembra-
na celular, sendo, portanto, mais resistentes a
monensina que as bactérias gram-positivas
(RUSSELL e STROBEL, 1989). Trabalho anterior
indicou que mesmo altas concentragdes de monensina
n&o exauriram asbactériasruminaisdetodo o potassio
(LANA e RUSSELL, 1996). O presente trabalho
também indicou que aproximadamente 50% do potés-
siointracelular eraresistente ao efeito damonensina
(Figura3a). Osvaloresde K|, dasbactérias mistas
ruminais provenientes de dietas contendo 90% de
concentrado ou exclusivamente forragem foram si-
milares, mas o K, das bactérias provenientes de
dietas contendo 90% de concentrado foi 12 vezes
maior que o K 4, de bactérias provenientes de dietas a
base de volumoso (2130 versus 180 nM) (Figura3b).
O ultimoresultado indicaque asbactériasdeanimais
alimentados com forragem foram mais sensiveis a
monensina que as bactérias de animais alimentados
com dietas ricas em concentrado. As diferengas no
K4 foram consistentes com o efeito da monensina
sobre os produtos de fermentag@o in vitro. A
monensina sempre diminuiu a producéo de metano e
a relagdo acetato:propionato, mas a resposta em
funcdo do aumento do nivel de monensinafoi maior
nas bactérias de animais alimentados com forragem,
conforme relatado anteriormente.

Uma vez que as bactérias de ambas as dietas
foram obtidas por centrifugacdo e mantidas namesma
fontedeenergiae pH; asensibilidadeamonensinafoi
provavelmente uma propriedade das bactérias. A
dietaricaem concentrado induziu abaixamento do pH
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Efeito da monensina na perda do potassio
intracelular por bactérias mistas ruminais
incubadas in vitro a 39°C por 10 minutos (a). O
grafico seguinte (b) mostra a dupla reciproca de
1/monensina versus 1/perda de potassio. Os
simbolos abertos representam bactérias de
animais alimentados somente com forragem e
os simbolos fechados, bactérias de animais em
90% de concentrado.

Effect of monensin on the potassium loss of mixed
ruminal bacteria that were incubated in vitro at 39°C
for 10 min (a). The next graph (b) shows a double-
reciprocal plot of 1/monensin versus 1/potassium
depletion. Open symbols are bacteria from cattle fed
only forage and closed symbols are bacteria from
cattle fed 90% concentrate.

in vivo, mas é pouco provavel que o pH per se possa
explicar o decréscimo na sensibilidade a monensina
de bactérias provenientes de animaisrecebendo 90%
de concentrado. As bactérias ruminais maisresistentes
ao pH, Streptococcus bovis e Lactobacillus sp., séo
gram-positivasesensiveisamonensina (RUSSEL L
e STROBEL, 1989). Pesquisa recente, entretanto,
indicou que o uso de cereais promovendo modesto
declinios no pH ruminal acarretou aumento em
Lactobacillus produtores de bacteriocina (WELLS
etal., 1997). Umavez que bacteriocinatem modo de
acdo similar & monensina (CALLAWAY et al.,
1997), é provavel que os Lactobacillus
produtores de bacteriocina selecionam bactérias
resistentes & monensina.

Conclusodes

Bactériasruminais provenientesde animaisre-
cebendo dieta exclusiva de forragem sdo mais
sensiveis a monensina que aguel as de animais sob
dietas ricas em concentrado, indicando que este
ionoforo pode ter maior beneficio no desempenho
de bovinos em pastagens ou em dietas contendo
elevado nivel devolumoso em comparacdo aquel as
ricas em concentrado.
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