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Resumo

SAALFELD, Mara Helena. Silagem de colostro bovino: Propriedades e
potencialidades de usos. 97 f. 2013. Tese (Doutorado) - Programa de POs-
Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O colostro é considerado essencial para bovinos recém-nascidos como fonte
nutricional e transferéncia de imunidade passiva. A producédo de colostro acima da
capacidade de ingestdo da bezerra permite utilizar o excedente como sucedaneo
lacteo. Uma das formas de utilizacdo € através da fermentacdo anaerdbica
popularmente chamada de silagem de colostro. Este alimento garante ao animal
ganho de peso adequado, entretanto, ndo existem dados sobre o resultado da
fermentacdo anaerdbica sobre seus constituintes. Objetivou-se neste estudo avaliar
as caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e imunologicas da silagem de
colostro e a sua utilizagcdo como suplemento nutricional em alimentagdo animal e o
seu uso no desenvolvimento de produtos para consumo humano. A avaliacao
centesimal demonstrou que o colostro possui nutrientes em quantidades superiores
ao leite e que a silagem de colostro manteve os nutrientes presentes no colostro in
natura, principalmente proteinas (14,24%), matéria seca (17,54%) e gordura
(5,55%), com excecdo da lactose que, apdés 30 dias de fermentacdo, ndo foi mais
detectada. Observou-se que os valores de pH diminuiram ao mesmo tempo que
houve aumento das concentracfes de acido lactico. Animais alimentados com a
silagem de colostro obtiveram ganho de peso ao desmame de 0,7Kg/dia, superiores
(p<0.05) aos animais controle (alimentados com leite) que apresentaram ganhos de
peso de 0,6kg/dia. A avaliacdo microbioldgica demonstrou que apds 21 dias de
fermentacdo, as bactérias patogénicas testadas nao foram mais detectadas,
restando viaveis bactérias acido lacticas que por sequenciamento da regido 16S
rDNA foram identificadas como Lactobacillus (75%) (L. casei, L. brevis, L. rennanqily,
L. crustorum) e Enterococcus (25%) (E. durans, E. faecium, E. faecalis e E. mundyii).
A avaliacdo das imunoglobulinas na silagem de colostro foi realizada por ELISA,
ficando comprovado que apds 12 meses de armazenamento a silagem de colostro
manteve imunoglobulinas viaveis e estas foram transmitidas aos recém-nascidos na
mesma propor¢cdo que o colostro in natura. Foi possivel elaborar alimentos como,
bebida lactea e manteiga, a partir da silagem de colostro, com manutencdo das
caracteristicas nutricionais e microbiota constituida de bactérias acido lacticas. A
realizacdo da andlise sensorial obteve 85% de aprovagdo, com intengdo de compra
pelos avaliadores. Assim, pode-se concluir que a silagem de colostro é um alimento
de elevado valor nutricional, microbiologicamente inécuo, com potencial imunoldgico,
e que pode ser utilizado na alimentacdo animal apos 21 dias de fermentacéo,
necessitando adequacdes a legislacao para o seu uso na alimentacdo humana.

Palavras-chave: Colostro. Bezerros. Imunoglobulinas. Silagem. Nutricdo. Bactérias
acido laticas.



Abstract

SAALFELD, Mara Helena. Silagem de colostro bovino: Propriedades e
potencialidades de usos. 97 f. 2013. Tese (Doutorado) - Programa de POs-
Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Colostrum is considered essential for newborns as a nutritional source and transfer
for passive immunity. The production of colostrum above the calf intake capacity
enables using the surplus as a milk replacer. One way of using it is through the
anaerobic fermentation commonly called as colostrum silage. This food provides
adequate weight gain to the animals; however, there is no data concerning the result
of anaerobic fermentation on its elements. The aim of this study was to assess the
physic-chemical, microbiological and immunological characteristics of the colostrum
silage and its usage as nutritional supplement in animal feeding and its usage in the
production of food for human usage. The centesimal assessment demonstrated that
colostrum has nutrients in bigger amounts than the ones found in milk and that the
colostrum silage kept the nutrients found in colostrum in natura, mainly the proteins
(14,24%), dry matter (17,54%) and fat (5,55%), with the exception of lactose which,
30 days after fermentation was not detected anymore. It was noticed that the pH
values decreased while there was an increase of lactic acid concentrations. Animals
fed with colostrum silage had a weight gain at weaning of 0.7 above (p<0.05) the
control animals (food with milk) which presented weight gains of 0.6 kg/day. The
microbiological assessment showed that 21 days after fermentation the pathogenic
bacteriae tested were not detected anymore, while there were still lactic acid
bacteriae identified through sequencing the 16S rDNA as Lactobacillus (75%) and
Enterococcus (25%). Identified as Lactobacillus (75%) (L. casei, L. brevis, L.
rennangily, L. crustorum) and Enterococcus (25%) (E. durans, E. faecium E. faecalis
and E. mundyii). The immunoglobulins assessment in colostrum silage was carried
out through the Immuno enzymatic method (ELISA), in which it was proved that after
12 months of storage, the colostrums silage kept feasible immunoglobulins and these
were transmitted to newborns in the same proportion as the colostrum in natura. It
was possible to elaborate foods such as dairy beverage and butter from the
colostrum silage keeping the nutritional characteristics and microbiota containing
lactic acid bacteria. The carrying out of sensory analysis reached an acceptance of
85% and purchasing intention from the assessors. Thus, it can be concluded that
colostrums silage is a food of high nutritional value, microbiologically innocuous food,
with immunological capability, and that it can be used in animal feeding with the need
of proper legislation to enable its usability as human food.

Keywords: Colostrum. Calves. Immunoglobulins. Silage. Nutritious. Lactic acid
Bacteria.
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1. INTRODUCAO

O colostro bovino é constituido de produtos sintetizados pela glandula mamaria
e de elementos oriundos da corrente sanguinea, principalmente as imunoglobulinas
(FOLEY; OTTERBY, 1978; MORRIL et al., 2012). Uma das mais importantes
funcBes do colostro é fornecer protecdo imunoldgica e nutricdo adequada para o
recém-nascido (EHRLICH, 1892; HOWE, 1921; SMITH; LITTLE, 1922; GODDEN,
2009). Comparado ao leite, o colostro do dia do parto apresenta mais nutrientes e
rico em proteinas, imunoglobulinas, minerais, vitaminas e substancias bioativas
(FOLEY; OTTERBY, 1978; GEORGIEV, 2005; KEHOE et al., 2007; GODDEN,
2009).

A composicdo, a concentracdo de imunoglobulinas e a variacéo fisico-quimica
do colostro bovino sao influenciadas por uma série de fatores, incluindo:
individualidade, raca, nimero de paricdo, racdo pré-parto, duracdo do periodo seco
e tempo poés-parto (KEHOE et al., 2007). As imunoglobulinas, que sao transferidas
da vaca para os bezerros pela ingestdo de colostro e leite, podem formar um elo
importante entre a experiéncia imunoldgica da mae e a capacidade imunoldgica do
recém-nascido (HURLEY; THEIL, 2011).

Segundo McGuirk e Collins (2004) e Kuralkar e Kuralkar (2010) o colostro
constitui-se na Unica fonte de transferéncia de anticorpos nos bovinos, pois nestes
nao ocorre transferéncia pela placenta. A absorcéo das imunoglobulinas do colostro
ocorre no epitélio intestinal do bezerro por um processo ativo em que as
imunoglobulinas séo transportadas pelos enterécitos até alcancarem a membrana
basal (QUIGLEY, 2004). Segundo este autor, estas imunoglobulinas sao absorvidas
intactas, passando sem alteracdes estruturais durante as primeiras horas de vida

para a corrente circulatoria dos bezerros.

No bezerro a imunoglobulina alcanga um pico de concentragdo sérica entre 12 e
48 horas de vida, sendo que apoOs esse periodo a concentracdo média das
imunoglobulinas tende a decrescer em decorréncia do catabolismo (PAULETTI,
1999). O nivel sérico de imunoglobulinas encontrado nos bezerros, apds receberem

o colostro, pode ser afetado pelo tempo decorrido do nascimento até a primeira
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ingesta e pela concentragcdo de imunoglobulinas ingeridas (MORIN et al., 1997;
PRIESTLEY et al., 2013).

O manejo do colostro € o fator mais importante de gestdo na determinacdo da
salde e sobrevivéncia dos bezerros. Segundo Garcia (1981) o colostro € esteéril
quando é excretado dos alvéolos mamarios, porém a medida que passa pelos
condutos do Ubere sofre progressivas contaminacfes podendo ser uma fonte de
exposicdo a micro-organismos patogénicos para 0 bezerro recém-nascido. A
contaminacdo do colostro pode ter diferentes origens, como: glandula mamaria;
manejo da ordenha, condicbes de armazenamento ou equipamentos utilizados para
a alimentacdo dos bezerros (MCGUIRK and COLLINS, 2004; STEWART et al.,
2005; GODDEN, 2009). Uma estratégia de manejo do colostro € a pasteurizacao.
Donahue (2012) demonstrou que o tratamento térmico do colostro a 60°C durante 60
minutos diminuiu as contagens microbianas do colostro, mantendo as concentracdes

de imunoglobulina G (IgG).

Para garantir a administracdo de quantidades suficientes de imunoglobulinas
e alimentacdo livre de contaminantes, pesquisadores tém recomendado o uso de
substitutos comerciais de colostro (FIDLER et al., 2011; GODDEN et al.,, 2012;
PRIESTLEY et al., 2013). Entretanto, nem sempre estes produtos séo eficientes na
transmissdo de anticorpos aos bezerros (PRIESTLEY et al.,, 2013) e representam

despesas adicionais na atividade.

O sistema proteolitico de bovinos € imaturo do nascimento até trés semanas,
ndo conseguindo digerir proteinas que ndo sejam do leite (NRC, 2001). A
impossibilidade de reduzir a idade de consumo do leite anterior as trés semanas
determina um alto custo da criagdo correta de bezerros. Assim sendo, uma das
praticas utilizadas em propriedades leiteiras é 0 uso de sucedaneos. Na maioria das
vezes, substitui-se o leite por sucedaneos de qualidade questionavel constituidos
por quantidades insuficientes de proteina lactea (DRACKLEY, 1999). A escolha do
tipo de alimento tem um impacto significativo no crescimento, saude e produtividade
do bezerro. Com isso, h& necessidade do desenvolvimento de substitutos do leite
adequados para a correta alimentacdo dos animais (DRACKLEY, 1999). Uma das
alternativas de substitutos do leite € o excedente de colostro. O colostro tem boa

disponibilidade, facil armazenamento e baixo valor comercial.
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Quando h& alta concentragdo de partos o volume de colostro acumulado é
muito grande, sendo impossivel utiliza-lo imediatamente (LANUZA, 1990), com
meédias de producédo variando de 39 a 52 kg de colostro durante os primeiros quatro
dias pos-parto (FOLEY e OTTERBY, 1978).

Portanto, desde 1940 sao estudadas formas de sua conservacao e
aproveitamento na alimentacdo dos bezerros. Uma das possibilidades é o
congelamento (ALLEN, 1944;: KLOBASA et al., 1998; RAMIREZ-SANTANA, 2012),
no entanto, necessita de equipamentos para seu armazenamento (FOLEY e
OTTERBY, 1978). A acidificacdo natural com e sem a adicdo de conservantes
mantém viavel o colostro por apenas 28 dias (LANUZA et al., 1978; CAMPOS et al.,
1986; FOLEY e OTTERBY, 1978; GONZALES, 1978; CASTRO et al., 2004),
necessitando maiores estudos para aumentar o tempo de armazenamento do

colostro.

Contribuindo para aumentar a qualidade e o periodo de armazenamento do
colostro, pesquisas de Saalfeld (2008) utilizaram a fermentacdo anaerdbica na
conservacdo do colostro (silagem de colostro). Essa forma de conservacao
possibilitou manter o colostro armazenado por periodos superiores a 24 meses. A
utilizacao da silagem de colostro proporciona ao produtor de leite uma economia de
208 litros de leite por bezerra alimentada no periodo de 60 dias, equivalente ao lucro
da comercializacdo de 1220 litros de leite (SAALFELD, 2008).

A silagem de colostro ndo necessita de refrigeracdo, congelamento ou aditivos,
0 que contribui para o seu baixo custo de elaboracdo. Os animais alimentados com
silagem de colostro obtiveram ganho de peso significativo superior aos observados
em animais alimentados com leite, constituindo-se assim, num alimento viavel para a
utilizacdo como sucedaneo do leite (SAALFELD, 2008).

Além da utilizacdo na alimentacdo animal o colostro bovino in natura ou
liofilizado estad sendo utilizado em varios paises como suplemento nutricional para
uso humano devido a sua constituicdo nutricional e presenca de componentes
bioativos como imunoglobulinas, peptideos antimicrobianos (por exemplo, a
lactoferrina e a lactoperoxidase) e fatores de crescimento (IGF | e Il e EGF)
(PLAYFORD et al., 1999).
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Na alimentacdo humana o colostro bovino € usado nos paises escandinavos
(OLIVEIRA, 2012), na Turquia (KALAFAT, 2011), Finlandia (GODWIN, 2011), na
producdo de queijos, pudim e waffles. Imigrantes alemdes descrevem o uso de
queijo de colostro denominado Crost, feito com colostro fresco, sal, aglcar e canela,

assado em forno aquecido (comunicacéo pessoal).

As imunoglobulinas no colostro e leite bovino também oferecem
oportunidades para aproveitar a sua funcéo imunolégica para o beneficio de outros
animais, incluindo seres humanos. A capacidade de manipular o estado imunoldgico
dos animais por meio de vacinacdo contra doencas que afetam os seres humanos e
a oportunidade de obtencéo destas imunoglobulinas através do colostro ou leite tem
sido reconhecida e continua a ser tema de interesse tanto em medicina veterinaria
como medicina humana (HURLEY e THEIL, 2011).

Ademais, pesquisadores tém demonstrado que as proteinas e peptideos
presentes no colostro constituem-se em suplementos alimenticios valiosos, tendo
valor na industria alimentar humana e farmacéutica (ARANDA et al., 1991; MERO,
1997; BALLONE e MOURA; 2002, THAPA, 2005; EWERS et al., 2008).

Levando em consideracdo volumes de colostro em média de 25 litros
(primiparas) a 50 litros (multiparas) (observacdes pessoais) que é desprezado nas
propriedades rurais e as possibilidades de uso deste alimento, objetivou-se neste
estudo: avaliar as propriedades fisico-quimicas da silagem de colostro, estudar a
microbiota presente no colostro e na silagem de colostro e o sequenciamento da
regido 16S rDNA destas bactérias, identificar a presenca de imunoglobulinas na
silagem de colostro, bem como a sua transmissdo aos bezerros recém-nascidos,
avaliar o desempenho de animais alimentados com silagem de colostro
comparativamente, ao leite e identificar possibilidades do uso da silagem de colostro

no desenvolvimento de produtos para consumo humano.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e
imunologicas da silagem de colostro, sua utilizacdo como suplemento
nutricional em alimentacdo animal e também o seu potencial de uso no

desenvolvimento de produtos para consumo humano.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas da silagem de colostro;

2.2.2 Estudar a microbiota presente na silagem de colostro;

2.2.3 Identificar a presenca de imunoglobulinas presentes na silagem de
colostro a avaliar a transferéncia para o bezerro;

2.2.4 Avaliar a silagem de colostro como possivel alimento animal;

2.2.5 Identificar possibilidades de uso da silagem de colostro no

desenvolvimento de produtos para consumo humano.



3. ARTIGO 1

Anaerobically fermented colostrum: an alternative for feeding calves

Colostro fermentado anaerobicamente: uma alternativa para

alimentacéo de bezerras

Aceito para publicacdo na Revista Ciéncia Rural



20

Anaerobically fermented colostrum: an alternative for feeding calves
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ABSTRACT

Milk or commercial milk replacer blends are the most expensive components in final
costs of calves breeding. Colostrum is available and it is the appropriate sources for calves’
nutrition, being an excellent option as milk substitute. Besides having both nutritional and
immunological characteristics that are superior to milk, colostrum represents no costs to the
producer. However, difficulties in preservation of colostrum generate controversy results. The
aim of this study was to evaluate the anaerobically fermented colostrum (colostrum silage) as
liquid diet for dairy calves. We evaluated the microbiological and physicochemical properties
of silage, and performance of 31 animals up to 60 days age. From 21 days until 360 days of
fermentation we isolated only bacteria of the genus Lactobacillus spp. The physicochemical
evaluation of colostrum silage revealed a tendency to maintain the protein, dry matter and fat
values during the evaluation period. The average weight gain of calves fed with milk was

0.6kg day™ for female and 0.6g day™ for males while those fed with colostrum silage was
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significantly higher (P<0.05) with a mean of 0.7kg day™ for female and 0.7kg day™ for males.
The results of this study demonstrated that colostrum silage keeps the properties necessary for

the development of the calves and is a suitable replacement for calves’ milk.

Key words: colostrum silage, Lactobacillus spp., calves nutrition.

RESUMO

O leite ou substitutos comerciais do leite sdo os componentes mais caros do custo final
da criacdo de bezerras. O colostro € uma fonte adequadada de nutrientes, sendo uma excelente
opcdo como substituto do leite. Além de ter caracteristicas nutricionais e imunolégicas
superiores ao leite, o colostro ndo representa maiores custos para o produtor. No entanto, as
dificuldades de preservacao do colostro tém gerado resultados controversos. O objetivo deste
estudo foi avaliar o colostro fermentado anaerobicamente (silagem de colostro) como dieta
liguida para bezerras leiteiras. Foram avaliadas as propriedades microbiolégicas e fisico-
quimicas da silagem de colostro e o desempenho de 31 animais até 60 dias de idade. A partir
de 21 dias até 360 dias de fermentacdo, foram isoladas apenas bactérias do género
Lactobacillus spp. A avaliacao fisico-quimica da silagem de colostro revelou uma tendéncia
para manter os valores de proteina, gordura e matéria seca durante o periodo de avalia¢do. O
ganho médio de peso dos bezerros alimentados com leite foi de 0,6kg dia™ para as fémeas e
de 0.6kg dia™® para os machos, enquanto que o ganho médio de peso para os animais
alimentados com silagem colostro foi significativamente maior (P<0,05), com média de 0,7kg
dia™ para as fémeas e 0,7kg dia™ para os machos. Os resultados deste estudo mostram que a
silagem de colostro mantém as propriedades necessarias para o desenvolvimento dos animais,
sendo um substituto adequado para o leite.

Palavras- chave: silagem de colostro, Lactobacillus spp., nutricao, bezerros.
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INTRODUCTION

Colostrum is considered fundamental to calf development, not only as food but also
transmitting passive immunity (GEORGIEV, 2008; GODDEN, 2009). In the management of
dairy cattle, calves receive colostrum during the first four days of life, and then colostrum is
replaced by milk (LUCCI, 1989). However, milk is the farmers’ product, thus feeding calves
with milk has an economic impact in his income. In most cases, milk substitutes have
questionable quality, since in general have insufficient milk protein in its formulation
(DRACKLEY, 1999). The proteolytic system in cattle remains immature from birth until
three weeks of age and they are unable to digest proteins other than from milk (NRC, 2001).
Choice of feed administered has a significant impact on the growth, health, and profitability
of the calves, and underlines the need to develop adequate milk substitutes for proper animal
nutrition (DRACKLEY, 1999). Colostrum has nutritional characteristics superior to milk, and
can be used as a substitute in animal feed (KEHOE et al., 2007). ALLEN in 1944 stored
frozen colostrum for the calves for more than a year, with favorable results. Another
alternative emerged with the use of naturally acidified colostrum (FOLEY & OTTERBY,
1978) or colostrum acidified with propionic acid (LANUZA et al., 1980). Although the
colostrum can be acidified and retain its food quality, problems have been reported such as
alopecia, diarrhea, and acceptability (CAMPOS et al., 1986). Aerobically fermented
colostrum has been used in many countries since the 1970s, but has fallen into subsequent
disuse (NAHMS, 1993). The anaerobic fermentation was introduced as alternative to
colostrum conservation by SAALFELD (2008).

Given this, our study aimed to develop and evaluate anaerobically fermented

colostrum (colostrum silage) as milk substitute.
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MATERIAL AND METHODS

Colostrum

Colostrum was collected by milking multiparous Holstein cows from properties in Rio
Grande do Sul state, Brazil. First and second day post partum colostrum was collected in 100,
226 and 200 mL polyethylene terephthalate bottles sterile (PET); filled, sealed and stored for
at least 21 days at room temperature for anaerobic fermentation, resulting in a product that
was designated "colostrum silage".
Microbiological evaluation of colostrum and colostrum silage

Colostrum from 20 dairy cows was collected and fractionated into 20 samples of
226mL each for microbiological evaluation (n=480). The fresh colostrum was analyzed
immediately, and the colostrum silage was analyzed every 7 days up to 30 days, and thereafter
at 60, 90, 120, 180 and 360 days of fermentation. A 10 fold dilution series (10'-10°) of
colostrum and colostrum silage was prepared in 1% sterile peptone water. Aliquots of 100uL
were seeded in MacConkey, Chapmann and blood (8% sheep) agar base (Difco, USA),
culture media: incubated aerobically at 37°C for 24 hours, and in Man, Rogosa and Sharpe
(MRS-Biobras, Brazil) medium: incubated microaerophilic at 37°C for 48 hours. The bacteria
were characterized by Gram staining and biochemically to identify the genus (Catalase test,

maltose fermentation, Voges Proskauer and nitrate).

Physicochemical evaluation of fresh colostrum and colostrum silage

The colostrum samples (n=10 individual cows) were collected and analyzed in natura
at calf birth, and every 12 hours up to 60 hours. After seven days milk was collected and
analyzed (n=10 individual cows). The colostrum silage (n=20 individual cows) was evaluated
every 7 days up to 30 days, and later at 60 days of fermentation. The physicochemical
assessments were performed in duplicate according to the methodology described by the

Analytical Standards INSTITUTE ADOLFO LUTZ (1985). The parameters evaluated were:
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pH (measured by digital potentiometer - DM 20), acidity in Dornic degrees, lactic acid,
protein (Kjeldahl digestion, factor 6.5), dry matter (oven drying method at 105°C), ash
(incineration in a muffle furnace at 550°C), fat (Gerber method), and lactose (Fehling's
method with minor modifications, equation 1). The modifications were as follows: we used
5mL for Fehling solutions A and B, to titrate colostrum silage filtrate was used in place of
glucose at 1%. Being a sample with high protein content we added 5mL of potassium
ferrocyanide at 6%, and 5ml of zinc acetate at 12%, added to the samples tested, and
centrifuged for 5 minutes at (6g). The resulting contents were filtered with dry filter paper and
used for titration.
Equation 1:% Lactose = (Final solution volume x1.39x Fehling factor / spent burette volume
x grams of sample in solution) x 100.
Evaluation of colostrum silage as animal feed replacement

For evaluation of colostrum silage as feed replacement, we used 31 Holstein calves of
both sexes, with five days of life from the same farm. In the first five days of age the animals
were fed with 4.5 liters of colostrum. Group 1 (n=17; 7 female and 10 males) was fed a diet
based on whole milk; Group 2 (n=14; 9 female and 5 males) was fed a diet of silage based
colostrums in nature, divided into twice daily. The experiment was performed from
September to March (2010 and 2011). The animals were housed in mobile cabins randomly
divided into two groups. The diet based in the silage was prepared as follow: After 21 days of
fermentation the bottles were opened, and mixed with equal volumes of water, then were used
as milk replacer for feeding the calves. The silage colostrum or milk, were given quantity of
4.5L day™ divided twice daily until 14 days, after the fifteenth day to weaning animals
received 3.5L day™, once per day. The supply of water was ad libitum.

After seven days, the animals received a diet supplemented with 50g day™ of pelleted

commercial calve feed (Danby®). The commercial feed ingredients consisting of 16% crude
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protein with the following composition: corn grain, sorghum grain, wheat bran, soybean meal,
limestone, di-calcium phosphate, sodium chloride, and Premix. The commercial feed was
doubled every five days until they receive 800g day™, and this amount was maintained until
weaning. The animals were weighed at birth, and at weaning (60 days) using tape weighing
(HEINRICHS, 1987). The daily weight gain was calculated as the difference between final
and initial weight (at day of birth) divided by the number of days contained in the period
between the two weightings.
Statistical analyses

The variance analysis (ANOVA) was used for statistical analysis, and the averages
were compared according to the test T at 5% significance, the program used was Statistics for

Windows v. 6.0.

RESULTS

The microbiological evaluation of both fresh colostrum and colostrum silage is
presented in Table 1. The presence of the bacteria Lactobacillus spp., Staphylococcus spp.,
Escherichia spp., Klebsiella spp., Bacillus spp. and yeast of the genus Candida spp. was
observed in colostrum and the silage for up to 14 days. From 21 days of fermentation we
isolated only bacteria of the genus Lactobacillus spp.. Besides microbiological analyses, we
carried out physicochemical analyses from fresh colostrum up to 60 hours post partum. These
analyses showed that there were variations in the levels of protein and dry matter during the
period analyze, the other constituents remained constant (Table 2). Already the
physicochemical evaluation of colostrum silage revealed a tendency to maintain the values of
protein, dry matter and fat during the evaluation period. However, there was a decrease in the
lactose percentage. It was observed that the pH values fell after seven days of fermentation,

accompanied by the percentage increase in lactic acid (Table 3).
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Evaluation of weight gain the calves receiving colostrum silage showed a significative

(P<0.05) higher gain weight (daily and cumulative) as compared to control group (Table 4).

DISCUSSION

Colostrum has potential for use as calf feed during the suckling period, having been
recommended since the early 1950’s (APPLEMAN & OWEN, 1975). Colostrum differs from
milk mainly by its higher concentrations of proteins, minerals, vitamins, fats, total solids, and
ash (KEHOE et al., 2007). In the present study, the chemical composition of the colostrum
samples (Table 2) was in agreement to describe by KEHOE et al., (2007). It was evident that
until the sixth day post partum, colostrum has higher protein levels than those found in milk.
Although the natural composition and physicochemical characteristics of colostrum are
related to various aspects inherent to the animal, including race, parity, pre-partum conditions,
dry duration time, post partum time and feed used (FOLEY & OTTERBY, 1978), colostrum
is nutritionally rich, and can be used in animal feed. However, the availability of colostrum, as
well as its storage, and preservation are factors that hinder its use. Many studies have been
conducted on the use of bovine colostrums (FOLEY & OTTERBY, 1978), but it has fallen
into disuse since the 1980’s because of difficulties involving preservation (NAHMS, 1993).
LANUZA et al., (1980) demonstrated the impossibility of preserving the acidified colostrum
in temperatures above 30°C. Nevertheless, we observed that maintenance of colostrum silage
in temperatures above 30°C show no changes in its proprieties (data not shown). STEWART
et al., (2005) reported that pathogenic bacteria such as Mycobacterium avium, Salmonella
spp., Listeria monocytogenes and Escherichia coli can be transmitted by the colostrum. In
this work we found that colostrum samples that had been initially detected with bacteria
(Table 1), was not isolated after anaerobic fermentation. We observed that the

microorganisms which remained viable up to 360 days were bacteria of the genus
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Lactobacillus spp., suggesting that this is the microorganism responsible for fermentation.
Bacteria of this genus make up the important group of lactic acid bacteria which are used as
probiotics in foods for both humans and animals. The majority of pathogenic bacteria do not
survive in acidic conditions (HIRSH, 2003). We can suggest that one of the factors that might
contribute with the growth control of the microbial during the silage was the decrease of pH.
Also, the presence of Lactobacillus spp. in fermented products acts by suppressing both the
growth of spoilage microorganisms, as well as potentially pathogenic bacteria (BURITI &
SAAD, 2007). The physicochemical analyses showed that the colostrum silage retained the
characteristics necessary to meet the nutritional needs of the developing animal. The results of
this study showed that even after 60 days of fermentation, colostrum tends to maintain the
initial values of protein, dry matter, fat, minerals and a pH drop to 4.0. The elevation of lactic
acid probably occurred due to Lactobacillus spp. metabolism of lactose, which after 60 days
of fermentation was no longer detected. Although HAGA et al. (2008) have reported that
lactose is the main energy source for pre-ruminants, in this work we infer that the fat and
lactic acid present in the silage are sufficient to provide energy for animal growth. This was
evident in the weight gain of the animals fed with colostrum silage which was higher than the
recommended by NRC (2001). The average weight gain of calves fed with milk was 0.6kg
day™ for female and 0.6kg day™ for males while those fed with colostrum silage was
significantly higher (P<0.05) with a mean of 0.7kg day™ for female and 0.7kg day™ for males.
One can suggest that the performance of colostrum silage fed animals is due to the higher
percentage of nutrients retained in this feed. Also it is noteworthy to mention that they

accepted the milk substitute (colostrum silage) with less restriction.
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CONCLUSION

The results of this study show that colostrum silage is a suitable replacement for
calves’ milk. It is inexpensive, and easy to produce, store, and use, as well as it requires no
additives or special equipment for its preparation. Thus, anaerobically fermented colostrum is

a promising milk substitutes.
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Table 1 - Microorganisms isolated from colostrum.
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Microorganisms

Days of fermentation

isolated DayO0O Day 7 Dayl1l4 Day 21s Day30 Day60 Day90-360
Lactobacillusspp.  2x 10" 6x10° 57x10®° 43x10° 2.9x10" 23x10° 2.3 x 10*
Escherichia spp. 6x10° 24x10° ND ND ND ND ND
Staphylococus spp.  5x10° 3x10* ND ND ND ND ND
Candida spp. 1x10' 1x10* 1x10 ND ND ND ND
Klebsiella spp. 1x 10 ND ND ND ND ND ND

ND- unidentified



Table 2 - Physical-chemical evaluation of colostrum and milk hours post partum.
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Post partum

Oh
12h
24h
36h
48h
60h

Milk

pH Lactose(%)  Ash(%)  Protein(%)  Fat(%) DM (%) °D
Média (SD)
6.4(0.24) 26(0.44) 1.7(0.92) 16.6(357) 6.0(0.90)  26.0(448) 30 (9.25)
6.2(0.33) 27(053) 1.6(0.67) 16.1(3.83) 56(0.28)  19.6(5.7)  28(12.25)
6.2(0.13) 3.2(0.60) 1.2(0.028) 10.4(3.73) 6.4(0.63)  14.7(0.91)  35(5.5)
6.4(0.20) 3.1(051) 14(023) 95(3.15 59(0.50)  153(0.81)  25.(4.40)
6.3(0.08) 3.2(0.42) 1.2(0.08) 7.0(1.44) 6.0(052)  155(1.40) 46 (3.53)
6.3(0.09) 3.4(0.31) 1.2(0.10) 6.9(1.07) 59(0.36)  14.1(0.05) 25 (4.76)
6.6 (0.08) 45(0.21) 06(0.09) 3.1(0.18) 3.7(0.61)  12.6(0.98)  18(0.06)

DM = dry matter; °D = Dornic Degrees; (SD)= standard deviation



Table 3 - Physical-chemical evaluation of anaerobically fermented colostrum.
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Fermentation
Days
0
7
14
21
30

60

Protein (%) Lactose(%)  pH DM (%)  Ash(%) LacticAcid Fat (%)
Média (SD)
144(51) 23(05) 65(01) 224(49) 22(11) 49(11) 61(07)
12.8(45) 15(06) 43(03) 202(47) 20(0.9 16.1(36) 59(0.7)
131(48) 11(07) 42(03) 173(37) 24(0.9) 195(66) 56(0.7)
146(46) 08(07) 41(03) 185(50) 1.4(04) 195(57) 59(L0)
134(39) 0.76(06) 4.0(0.2) 165(34) 16(0.5) 21.1(59) 58(L.0)
142(38) ND(ND) 4.0(02) 175(49) 17(0.6) 28.7(48) 55(L0)

SD: standard deviation; ND: levels undetected; DM: Dry matter



Table 4 - Average daily and

colostrum silage.
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cumulative weight gain (kg/day) of animals fed milk and

Parameters

Milk Colostrum silage

Female (n=7) Male (n=10) Female (n=9)  Male (n=5)

Starting weight (kg)
Final Weight (kg)
Cumulative weight gain (kg)

Weight dairy (kg)

33a+51 36a+4.0 38a+2.7 39a+50
68b+5.38 69b+53 84a+6.7 84a+11.6
34b+42 32b+57 46a+5.7 44a+7.2

0.6 b+0.07 0.6b+0.09 0.7a+0.09 0.7a+0.12

Different letters represent statistical difference between milk and colostrum silage.



4  ARTIGO 2

Evaluation of the transfer of immunoglobulin from colostrum silage to

newborn calves

Manuscrito submetido & Revista Journal Diary Science



37

Evaluation of the transfer of immunoglobulin from colostrum silage to

newborn calves

SAALFELD, M. H. *; PEREIRA, D. I. B"; BORCHARDT, J. L.T; STURBELLE, R.; T". DA
ROSA, M. C'. ; GUEDES, M.C*. ; GULARTE, M. A. T, LEITE,P. L. F.T

*L Universidade Federal de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil; Emater/ASCAR- RS, Brasil.

TUniversidade Federal de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil;

* Emater/ASCAR- RS, Brasil.

"1 Corresponding Author: Centro de Biotecnologia, Universidade Federal de Pelotas, Campus

Capéo do Leédo, CEP: 96010-900, Pelotas, RS, Brasil. E mail: mara.s@brturbo.com.br

ABSTRACT

Colostrum is the first milk produced by mammals post partum and it is responsible for
passive immunity transfer to the newborn. Under circumstances in which colostrum in natura
is not available, colostrum banks are essential. The colostrum silage is a method of anaerobic
fermentation used as food supplement for calves with a storage period over 24 months. We
focused on assessing the endurance of immunoglobulins in the colostrum after anaerobic
fermentation and its absorption by newborn calves. The concentration of immunoglobulins in
the blood of calves was assessed by ELISA, immediately after birth and 24 h after colostrums
silage intake. The results highlighted that colostrum silage kept similar levels of
immunoglobulins to the ones found in colostrum in natura (p<0,05), thus being transferred to
the newborn calves with similar titers to the calves which suckled colostrum in natura
(p<0,05). Therefore, in emergency situations, the colostrum silage can be used as the first
food and as a source of antibodies for the sources.

Keywords: colostrum, newborn, calves, immunoglobulins, dairy cows.
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1. INTRODUCTION

Colostrum contains components produced by the mammary glands and elements from
the bloodstream, specially the immunoglobulins (Foley and Otterby, 1978; Morril, 2012).
Colostrum is produced within 5 to 7 days give birth. Its content is similar to blood, but it
differs significantly from milk (Kehoe et al., 2007; Saalfeld et al., 2012). Colostrums play an
important role of supplying immune protection and appropriate food to the newborn calf
(Ehrlich, 1892; Howe, 1921; Godden, 2009). According to Blum and Hammon (2000)
colostrum is the only source to transfer antibodies, thus being responsible for the newborn
protection and modulation of immune response. The colostrums immunoglobulin absorption
occurs in the neonatal intestinal epithelium in an active process in which the
immunoglobulins are transferred by the enterocytes until they reach the basal membrane
(Quigley, 2004).

The immunoglobulins serum level in calves might be affected by factors such as the
time from birth to the first ingestion and the concentration of ingested immunoglobulins
(Morin et al., 1997). Besides this, the passive immunity deriving from the colostrum reaches a
peak of serum concentration between 12 and 48 hours. After this period it tends to decrease
due to the catabolism (Oyeniyi and Hunter, 1978; Pauletti, 2005).

The colostrum management is one of the most important management factors to
determine the health and the survival of the calves. In case of death, mastitis or communicable
diseases from the mother, there is the need to keep a colostrum bank at the farms to ensure the
transfer of immunity to the calves.

Colostrum preservation is studied since the mid 1940s using the colostrum
immunological and nutritional potential (Allen, 1944). One of the possibilities is refrigeration
or freezing (Morrill, 2012), however the costs are high or even unfeasible in certain regions

due to the need of storage equipment (Foley and Otterby, 1978). Natural acidification, with
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and without preservatives, make the colostrum feasible for only 28 days (Foley & Otterby,
1978; Gonzales, 1978).

Contributing for a better quality and longer colostrum storage period, researches from
Saalfeld in 2008 used anaerobic fermentation in the colostrums preservation (colostrums
silage). This preservation enables keeping the stored colostrum for periods more than 24
months (Saalfeld et al., 2013 in press). Colostrum silage storage of does not need
refrigeration, freezing or additives, reinforcing its low elaboration cost. Studies proved that
colostrum silage elaborated through anaerobic fermentation is a feasible food for usage as a
milk replacement, keeping nutrients and feasible non-pathogenic lactic acid bacteria (Saalfeld
et al., 2013 in press). However, immunoglobulin concentration data in this food have not been
established yet.

Thus, the present work aimed to estimate the levels of immunoglobulins found in

bovine colostrum silage and its absorption by calves.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Experiment Location

The experiments were carried out at the Farmers Training Center in Cangucu — CETAC/
RS from EMATER-RS/ASCAR. The lab analyses were performed at the bacteriology
laboratory at the Technological Development Center, Biotechnology department of UFPel.
The project was approved at the Animal Experimentation Ethics Committee at UFPel

(23110.009613/2011-21 CEEA 9613).

2.2. Experiment 1

2.2.1. Immunoglobulin Quantification in cow serum, colostrum and colostrum silage
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In this experiment five Holstein cows were used. The blood sample was collected
immediately after the birth through jugular vein puncture using needle (25 x 8) and BD
Vacutainer® tubes. After clot retraction serum was centrifuged at 3000 g for 10 minutes,
separated and kept at -20°C and then analyzed by the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) of 2.4 item.

Then, colostrum from the first and third milkings was collected from each cow. This
was divided into samples for assessment in natura and samples for colostrum silage
production. Colostrum in natura samples were stored in 100 mL bottles at -20°C until the
assessment. Colostrum for colostrum silage production was stored in 500 mL polyethylene
terphthalate bottles, sterile, fully, filled, closed and stored for fermentation in environment
protected from heat and light for 12 months (Saalfeld et al., 2008). The amount of
immunoglobulins was established by ELISA, as mentioned in 2.4 item.

2.3 Experiment 2

2.3.1. In vivo transfer of immunoglobulins found in colostrum silage

To assess the immunoglobulins absorption level by the calves, the experiment was
carried out with two treatments. The data were expressed as absorption rate means the OD
obtained from the assessment of immunoglobulins in colostrum or colostrum silage divided
by the OD obtained in the serum of the animals after the administration of foods.

Colostrum silage group (CSG): Calves, females (n=7) being fed with colostrum silage.
Colostrum silage was produced with first milking colostrum as mentioned by Saalfeld (2008),
and was stored for 12 months. The colostrum silage sample used in the feeding of calves was
sent for immunoglobulins assessment.

Immediately after birth, a blood sample from the calves was collected through jugular
vein puncture using needle (25 x 8) and BD Vacutainer® tubes. After clot retraction, serum

was centrifuged at 3000 g for 10 minutes, separated and kept at -20°C to then be analyzed by
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the ELISA method. Then calves were fed with 500 mL of colostrum silage without dilution
and warmed in water bath at 37°C. The calves were fed with four liters of colostrum silage
divided in two moments, with an eight-hour interval. After 24 hours of age, the second blood
sample was collected.

Control Group (CG): Calves, females (n=7) suckling colostrum from the cow. Immediately
after birth, blood from the calves was collected through jugular vein puncture using needle
(25X8) and BD Vacutainer® tubes. After clot retraction, serum was centrifuged at 3.000 g for
10 minutes, separated and kept at -20°C to be analyzed by the ELISA. The calves remained
with the cow for 24 hours suckling ad libidum. After 24 hours of age, a second blood sample

was collected from the calves as mentioned above.

2.4. Indirect ELISA

Colostrum in natura and colostrum silage samples was centrifuged at 8.000g for 10
minutes for pellet precipitation. A BD 40mm x 12 mm needle was introduced through the fat
and serum was taken for assessment by indirect ELISA. All samples were performed in
duplicate.

To assessment of antibodies presence in the samples was carried by ELISA, using as
antigen a sample of Escherichia coli K99 from the Immunology Laboratory of the Centro de
Desenvolvimento Tecnologico, Biotechnology department from UFPel.

Plates with 96 cavities (NUNCK) were used to carry out the tests. E. coli 2x10°
UFC/mL was suspended in carbonate-bicarbonate buffer of pH 9.6. The plates were sensitized
with 100uL of antigen samples and were incubated at 37°C for 1h 30min. Then, they were
washed 3 times with Phosphate Buffered saline with tween-PBST pH 7,6 and 100uL diluted
1:40 of test serum was added in each well, and incubated at 37°C for 1 h. After that, it was

washed 3 times with PBST, an anti-bovine conjugate was added (Sigma) (1:4000) and once
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again incubation at 37°C for 1h 30min. Washing was done 5 more times with PBST, with the
addition of chromogenic substrate (SIGMAFAST™ OPD) keeping the material in the dark
for 15 minutes at room temperature. The reaction was stopped with sulphuric acid 1N, and the
absorbance’s were measured in a microplate reader (MR 700 Microplate reader) at 450 nm.
5 Statistical analysis

The analysis of variance (ANOVA) was used for statistical analysis, and the averages
were compared according to the test Tukey at 5% significance for comparison between
samples of food and T-Test to evaluate between calves, the program used was Statistics for

Windows v. 6.0.
3. RESULTS

Optical density values (OD) observed in the first milking colostrum silage (2.485 OD)
did not differ (p< 0.05) in relation to the OD values found in the colostrums in natura (2.613
DO). On the other hand, the levels of immunoglobulins in the blood serum collected at birth
were lower (2.236 OD) (p< 0.05) than the ones observed in the colostrum and colostrum
silage. When the colostrums silage from the third milking was assessed, an OD value of 0.390
was highlighted, 84.31% lower (p< 0.05) than the ones observed in the first milking

colostrums silage (2.85 OD) (Figure 1).

When assessing the immunoglobulin serum levels, both in the CG calves and in the
CSG calves, no circulating antibodies levels were detected at birth. However, 24 hours after
administration of colostrum in natura and colostrum silage these levels were 1.808(OD) and

1.216 (OD) respectively.

In both groups the immunoglobulin absorption rate did not present significant

difference (p<0.05) (Table 1).
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4. DISCUSSION

The necessity of colostrum ingestion for bovines is known for many years (Howe,
1921), as they do not transfer immunoglobulins through the placenta (Kuralkar and Kuralkar,
2010). Especially in the prevention of neonatal diarrhea which are the cause of morbidity and
mortality calves in the first weeks of life (Games et al., 2006). The moment, quantity and
quality of colostrum intake are fundamental for the passive immunity in calves (Franklin et
al., 2003). If it is impossible to feed colostrum in natura, the availability of other sources of
immunoglobulins for calves is rather important. For a long time, the refrigeration of
colostrums has been recommended to preserve it as food and as a source of antibodies (Morril
etal., 2012).

Recent studies have shown that the colostrum anaerobic fermented, called colostrum
silage, keeps the nutritional features and it can be used as a milk replacer for calves (Saalfeld,
2008; Saalfeld et al., 2013 in press). However, so far this food had not been assessed in terms
of immunoglobulin levels.

In the present study, the assessment of calves’ blood serum from the Colostrum group
(CG) and Colostrum silage group (CSG) showed that, in both groups, the animals did not
present detectable levels of circulating antibodies at the birth. Twenty hours after colostrum
silage intake the absorption rate of the immunoglobulins was similar to the animals which
suckled colostrum ad libidum from their mothers. Although Snyder et al. (1974) e Foley et al.
(1978) reported differences in the absorption levels of antibodies when fermented colostrum
aerobically and frozen colostrum were used, our results differ and show that the absorption
level was similar. This suggests that colostrums silage might be recommended as a food and
source of immunoglobulins. In this study we observed that colostrums silage kept enough
immunoglobulins to be transfered antibodies to the animals with no difference when

compared with values found in colostrum in natura and in colostrum silage.
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Studies from Hancock (1985) report that the minimal quantities of serum
immunoglobulins should be passively acquired in the calves first hours of age may range
among the authors. Even though quantifying the minimum amount of Ig of needed to provide
immunity to the newborn was not the focus of the present study, one can be noticed that
colostrum silage could supply the needed immunoglobulins to ensure the calves survival, as
the ones in this study fed with colostrum silage were followed up for 12 months of age did not
present health problems during their development. Thus, this food can be used to replace
colostrums as a source of antibodies. Similar results were reported in studies from Carlson
and Mdller (1977) when studying the content of immunoglobulins between the refrigerated
stored colostrums and the naturally acidified colostrum. Foley et al. (1978) concluded that the
aerobically fermented colostrum is a potential source of antibodies for newborn calves when
the maternal colostrums are not available. However, the short storage period of colostrum
makes it difficult to have colostrum banks. Opposing this information, Saalfeld et al. (2013 in
press) states that colostrum silage is a practical way to store it with no cost and it can be
stored for period longer than 24 months. Besides this, in the present study it was noticed that
the colostrum silage kept the levels of immunoglobulins suitable to calves administration. A
decline in the level of immunogblulins in cow serum at birth in relation to colostrum in natura
detected in this study, agree with the findings of Sasaki et al. (1976) who state that the decline
in serum concentration of immunoglobulins during the pre-natal period is associated to active
removal of these antibodies by the mammary gland. Later, Foley and Otterby (1978)
demonstrated that during the last three weeks before birth, 500 to 700 grams of
immunoglobulins are transferred from the blood to the milk secretions.

The levels of antibodies in first milking colostrum silage were higher than the ones
found in the third milking. This data agrees with Morrill et al. (2012) who mentioned that at

birth the concentration of immunoglobulins in the colostrum is at its peak and declines at each
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milking in the post-natal period. Pauletti (2005) states that the average concentration of
immunoglobulins in Holstein cows starts to decline between the colostrums 12 and 24 hours
after the birth. The results found in this study suggest that first milking silage should be
chosen for colostrum banks. However, colostrums silage produced up to third milking
colostrums might be the only source of immunoglobulins and food available to the calf and
should be used in emergency situations.
5. CONCLUSION

Colostrum silage keeps the levels of immunoglobulins, being able to transfer passive
immunity to newborn calves and it may be indicated for colostrum banks at dairy farms. So

far all calves treated with colostrums silage as their first food have grown properly.
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Figure 1. Optical density (OD) values observed in blood serum samples, colostrum and

colostrum silage from the first and third milking after 12 months storage. Distinct averages,

differing by the Tukey test (p<0.05).
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Table 1: Antibodies levels (OD) detected in the colostrum in natura, colostrum silage,
animals serum and immunoglobulin transfer rate in animals in the control group and

colostrums silage group.

Control Group Colostrum Silage Group
Optical Density Optical Density
Calves Calf Transfer Calves  colostrum  Calf Transfer
Colostrum
serum rate Silage Serum rate
1 2.759 2.652 1.04 1 2.631 1.399 1.88
2 2.448 1.868 131 2 1.384 1.06 1.30
3 2.553 1.942 1.31 3 2.126 1.996 1.06
4 2.371 1.886 1.257 4 2.632 1.292 2.03
5 2.656 2.57 1.033 5 2.394 1.363 1.75
6 2.4675 0.986 2.5 6 1.378 0.676 2.03
7 2.646 0.757 3.49 7 1.274 0.728 1.75
Average  2.557° 1.808 1.70° Average 1974 1216° 1.68°

Distinct averages. differing by the Tukey test (p<0.05).
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Efeito da fermentagdo anaerobica em colostro contaminado experimentalmente com
bactérias patogénicas

Effect of anaerobic fermentation in colostrum experimentally contaminated with
pathogenic bacteria

*Mara Helena Saalfeld' Daniela Isabel Brayer Pereira'" Julia de Souza Silveira Valente"

Jéssica Lopes Borchardt" Christiano Fanck Weissheimer'"' Marcia Arocha Gularte"

Fabio Pereira Leivas Leite"
RESUMO

Para garantir a saude e sobrevivéncia dos bezerros nas propriedades leiteiras é necessario
um programa eficiente de manejo fornecendo colostro de alta qualidade e em quantidades
adequadas. A utilizacdo de sucedaneos é necessaria quando o colostro apresenta qualidade
inadequada ou para quebrar o ciclo de transmissdo de doencas infecciosas. Nesse experimento
objetivou-se avaliar o efeito do processo de fermentacdo anaerdbica da silagem de colostro
sobre bactérias de interesse em sanidade animal. Cada amostra de colostro foi inoculada
experimentalmente com culturas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Brucella abortus cepa vacinal B-19, Leptospira icterohaemorrhagiae e
Mycobacterium bovis-BCG e submetidas ao processo de ensilagem. No dia zero e a cada sete
dias até 30 dias de fermentacdo as amostras foram submetidas a coloracdo de Gram e
avaliadas por meio de contagem de unidades formadoras de coldnias. Com sete dias de
fermentacdo ndo foram mais detectadas unidades formadoras de col6nias de B. abortus, L.
icterohaemorrhagiae e M. bovis-BCG e, com 14 dias de fermentacdo ndo foram detectadas
unidades formadoras de col6nias de E. coli, S. aureus, permanecendo bactérias acido laticas

B. cereus até 30 dias de fermentacao.
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Conclui-se que o processo de fermentacdo anaerobica teve efeito bactericida sobre
bactérias patogénicas pesquisadas neste experimento. Estas observacGes sugerem que a
silagem de colostro é uma forma eficaz e in6cua de conservacéo do colostro.

Palavras-chave: silagem de colostro, bactérias acido laticas, bezerros, sucedaneos do leite.

ABSTRACT:

To assure the health and survival of calves in dairy milk farms, an efficient handling program
is needed, providing high quality colostrum in adequate amounts. The usage of replacers is
necessary when colostrum presents inadequate quality or to break the cycle of infectious
diseases transmission. In this experiment we aimed to assess the effect of the colostrums
silage anaerobic fermentation process on bacteria of interest of animal health. Colostrum
silage was experimentally inoculated with Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus (a probiotic strain), Brucella abortus B-19 (vaccinal strain), Leptospira
icterohaemorrhagiae and Mycobacterium bovis-BCG. On the first day, and every seven days
until 30 days after fermentation, the samples were submitted to Gram staining and evaluated
by colony forming units. With seven days of fermentation no B. abortus, L.
icterohaemorrhagiae nor M. bovis-BCG were detected. With 14 days of fermentation no E.
coli or S. aureus were detected, however we were able to detect lactic acid bacteria and B.
cereus until 30 days of fermentation. From this study we can suggest that the anaerobic
fermentation process has an efficient bactericidal effects on pathogenic bacteria studied.
These observations suggest that the colostrums silage is a promising form for colostrum
conservation.

Keywords: Colostrum silage, lactic acid bacteria, milk replacers.
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INTRODUCAO

O colostro é o primeiro leite produzido pela fémea ap6s o parto sendo rico em
nutrientes, imunoglobulinas, minerais, vitaminas e substancias bioativas (GODDEN, 2009;
KURALKAR & KURALKAR, 2010). Em vacas saudaveis o colostro é estéril quando sai dos
alvéolos mamarios mas progressivamente pode se contaminar & medida que passa pelos
conductos do Ubere. A ordenha higiénica e a manutencdo do colostro em temperatura
adequada determina pequena multiplicacdo bacteriana devido as propriedades bacteriostéticas
do colostro (GARCIA, 1981). Todavia, a partir de duas horas o colostro estéa sujeito a grande
multiplicacdo bacteriana (GARCIA, 1981), podendo representar a primeira exposicdo das
bezerras a agentes infecciosos (GODDEN, 2009).

Fatores como auséncia de higiene na preparacdo da vaca para a ordenha, baldes ou
mamadeiras contaminadas ou excessivo tempo entre as ordenhas e a amamentacdo podem
predispor a multiplicagdo de micro-organismos no colostro fresco que serd ingerido pelos
animais (STEWART et al., 2005). Uma opcao para melhorar a qualidade do colostro € a
pasteurizacdo, entretanto a temperatura é limitante, pois resulta na desnaturacdo de 12 a 30%
da imunoglobulina G, podendo também resultar em aumento significativo na viscosidade
(STABEL, 2004).

Bactérias patogénicas como Mycoplasma spp., Mycobacterium avium,
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes e Campylobacter spp., podem estar presentes no colostro devido a
contaminacéo da glandula mamaria, a contaminacéo pos-ordenha ou a proliferacdo bacteriana
em colostro armazenado de modo inadequado (STABEL, 2004). MCGUIRK & COLLINS
(2004) acrescentam a esta lista Staphylococcus aureus, virus da diarreia viral bovina e o virus

da leucemia bovina que podem resultar em risco de transmissdo de doencas. Entretanto é
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importante ressaltar que vacas com doencas infecciosas e zoonoses nao podem estar na linha
de ordenha (BRASIL, 2011).

Para garantir a administracdo de alimentacdo livre de contaminantes, pesquisadores
tém recomendado o uso de substitutos comerciais de colostro (FIDLER, 2011; GODDEN,
2012; PRIESTLEY, 2013). Entretanto nem sempre estes produtos sdo eficientes na
transmissdo de anticorpos aos filhotes (PRIESTLEY, 2013) representando custos adicionais
aos produtores.

A maioria das vacas produz quantidades de colostro acima da capacidade de ingestao
da bezerra (39 a 52 kg) durante os primeiros quatro dias pds-parto (FOLEY & OTTERBY,
1978), existindo possibilidade de armazenamento do excedente por congelamento (ALLEN in
1944.; KLOBASA, 1998.:RAMIREZ-SANTANA, 2012), acidificacdo aerébica (FOLEY &
OTTERBY, 1978) ou utilizacdo de conservantes e antibidticos (GARCIA, 1981). A partir de
2008 a silagem de colostro foi introduzida como uma alternativa de conservagéo do colostro
por SAALFELD (2008) no Brasil.

A silagem de colostro é um alimento originado pela fermentacdo anaerdbica do
colostro preservando o0s constituintes nutricionais (SAALFELD et al., 2012), e
imunoglobulinas, sendo estas transferidas aos bezerros (SAALFELD et al., 2013 no prelo).

Estudos demonstraram (GILLES et al., 2002; GODDEN, et al., 2009) que embora o
colostro na forma in natura apresente contaminacdo microbiana ambiental, apds 21 dias de
fermentacao anaerdbica apenas bactérias acido laticas (BAL) continuam viaveis (SAALFELD
et al., 2013 no prelo). Objetivou-se neste trabalho avaliar se o0 processo de fermentacdo
anaerdbica da silagem de colostro tem efeito bactericida sobre micro-organismos causadores

de doencas infecciosas em bovinos.


http://fidler.ap.lib.bioinfo.pl/auth:Fidler,AP
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2. MATERIAL E METODOS

2.1: Avaliacdo da contaminacéo experimental do colostro

O colostro foi obtido através de ordenha mecanica de duas vacas holandesas do
Centro de Treinamento de Agricultores da EMATER — CETAC em Cangucu RS, obedecendo
as normas de higiene estabelecidas na Instrucdo Normativa 62 do Ministério da Agricultura e
Pecuéria (BRASIL, 2011). O colostro ordenhado no segundo dia pds-parto, foi transportado
sob refrigeracdo ao laboratério de microbiologia da UFPel e dividido em sete aliquotas de
1200 mL. As amostras foram contaminadas experimentalmente com uma das seguintes
bactérias: Mycobacterium bovis BCG (5 x 10°UFC/mL), Brucella abortus cepa vacinal B-19
(Merial) (4 x 10° UFC/mL), Leptospira icterohaemorrhagiae (1 x 10’ UFC/mL),
Staphylococcus aureus (5 x 10° UFC /mL), Escherichia coli (6 x 10’ UFC/mL), e Bacillus
cereus cepa probidtica do laboratério de bacteriologia do CDTEC (6 x 10" UFC/mL),
gentilmente cedidas pelo laboratério de Bacteriologia do Centro de Desenvolvimento
Tecnoldgico da UFPel — CDTec. Uma amostra foi armazenada sem inoculagdo constituindo-

se no controle negativo na qual foi realizada a contagem das BAL.

Cada uma das amostras de colostro de 1200 mL foi inoculada com uma das espécies
bacterianas, ficando uma amostra sem inoculagdo. Cada amostra inoculada foi acondicionada
em cinco garrafas de Politereftalato de etileno (PET) de 226 mL, preenchidas completamente,

fechadas e armazenadas para producéo da silagem de colostro.

A contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC/mL) de cada bactéria avaliada
foi realizada por dilui¢éo seriada imediatamente apds a inoculagéo inicial e a cada sete dias de
fermentacdo até 30 dias de armazenamento. Diluiu-se 1 mL de colostro inoculando em 9 mL
(10™) de 4gua peptonada até diluicdo 10™°. Todas as avaliacdes foram feitas em duplicata.
Uma aliquota de 1 mL de cada diluicdo foi plaqueada pelo método de espalhamento em

superficie com alca de Drigalski, em agar BHI - Brain Heart Infusion (Difco Il, EUA), para B.
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cereus; agar Chapmann (Difco Il, EUA), para S. aureus; agar MacConkey (Difco Il, EUA)
para E. coli sendo incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. Para contagem de M. bovis-
BCG utilizou-se o meio de cultivo 7H10 Middlebrook (Difco, EUA), incubado a 35 a 37 °C
por 21 dias. Ja para L. icterohaemorrhagiae em meio Ellinghausen-McCullough-Johnson-
Harris (EMJH) enriquecidos com 10% EMJH suplemento (Difco, EUA), incubado a 30°C,
por sete dias e para B. abortus usou-se agar Thayer-Martin e &gar sangue ovino (Difco II,
USA), incubado a 37 °C por 10 dias. A amostra controle (sem inoculagao) foi plagueada em
agar sangue ovino (Difco, EUA) e incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas para avaliar
microbiota do colostro e agar MRS (Man, Rogosa e Sharpe - Biobras) incubadas em estufa a

37 °C por 48 horas em microaerofilia para contagem das BAL.

A contagem das unidades formadoras de colbnias foi feita atraves do contador de
coldnias, em placas que apresentavam entre 30 e 300 UFC. As BAL foram submetidas as
provas de catalase, maltose, VP (Voges-Proskauer) e nitrato para identificacdo de género

(BARROS, 2009; GARCIA, 2009).

3. RESULTADOQOS

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados da identificacdo e quantificacdo das
bactérias. Apos sete dias de fermentacdo ndo foram identificadas UFC de B. abortus, L.
icterohaemorrhagiae e M. bovis-BCG na silagem de colostro. Apo6s 14 dias de fermentacéo
bactérias do género E.coli e S.aureus ndo foram mais detectadas.

Na amostra utilizada como controle, apds 14 dias de fermentacdo, apenas BAL foram
identificadas. Houve um aumento nas UFC das BAL em torno de sete dias de fermentagéo e
aos 14 dias foi observado um declinio da microbiota ficando estabilizado em torno de 10’

UFC até 30 dias de armazenamento (tabela 1). A avaliacdo morfoldgica e bioquimica revelou
a presenca de bacilos ou cocobacilos, Gram positivos isolados ou em cadeias, catalase e
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nitrato negativos e prova de maltose e VP varidveis. Estas caracteristicas permitiram

classificar as bactérias &cido laticas isoladas no provavel género Lactobacillus.

4. DISCUSSAO

O colostro é o principal alimento para bezerros recém-nascidos, entretanto a sua
contaminagdo microbiana pode causar enfermidades e interferir na absor¢do passiva de
anticorpos (GODDEN, 2009). Em experimentos anteriores com a silagem de colostro, apos
21 dias de fermentacdo anaerobica ndo foram detectadas enterobactérias, mofos e leveduras
(SAALFELD et al., 2013 no prelo). Neste experimento observou-se que apds o0 processo de
fermentacdo do colostro ndo foram detectadas bactérias de importancia em sanidade animal.
Embora ndo tenha sido objetivo deste trabalho avaliar agentes causadores de doencas
infecciosas e zoonoses, é importante ressaltar que animais acometidos por enfermidades nédo
podem fazer parte de linha de ordenha (BRASIL, 2011). No presente estudo, ficou
demonstrado que apés sete dias de fermentacdo o crescimento das bactérias patogénicas L.
icterohaemorrhagiae, B. abortus e M. bovis-BCG ndo pode ser detectado pela técnica
realizada. Da mesma forma, S. aureus e E. coli ndo apresentaram crescimento apos 14 dias de
fermentacdo do colostro. E provavel que este fato deva-se ao pH da silagem de colostro que
em média apresenta valores em torno de 3,6 a 4,2 (SAALFELD et al., 2012). Estudos
anteriores de PORTAELS & PALTYN (1982) afirmam que o pH 6timo para o crescimento de
M. bovis varia entre 5,8 e 6,5. Ja para a B. abortus esses valores variam de 6,6 a 7,4
(PAULIN, 2003) e para Leptospira spp. de 7,2 a 7,8 (AVILA, 1998). Provavelmente o pH
abaixo do 6timo para estas bactérias foi um dos fatores que interferiu no desenvolvimento das
mesmas na silagem de colostro.

Em relagdo ao B. cereus, bactéria caracterizada como probiodtica (TURNES, 1999),
houve uma diminuicg&o inicial na contagem bacteriana, a qual se manteve constante, em 2,7 X
10°, até 30 dias de armazenamento. A resisténcia deste género ao processo de fermentagdo
provavelmente esta relacionado a sua capacidade de esporulacdo (BARBOSA & TORRES,
2000). RAEVUORI & GENIGEORGIS (1975) descreveu o crescimento de B. cereus em

valores de pH variando de 4,3 a 9,3.
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A permanéncia do B. cereus apds o periodo de fermentacdo deve ser considerada e
melhor avaliada, pois embora a maioria das culturas de B. cereus sejam classificadas como
saprofitas (FLORIANO & ZAPPA, 2011) e caracterizadas como probioticas (TURNES,
1999), algumas cepas podem estar associadas a ocorréncia de surtos de doencas de origem
alimentar (MENDES, 2004).

A diminuicdo do pH do colostro aos sete dias de fermentacdo foi acompanhado pelo
aumento nas UFC das bactérias acidos laticas (SAALFELD et al., 2013, no prelo). Estas
bactérias desdobram lactose em &cido latico tornando o meio acido. Durante o periodo de
armazenamento a contagem de BAL ficou estabilizada em torno de 10’ UFC. Em 2012,
SAALFELD et al. avaliaram amostras de silagem de colostro por até 24 meses de
armazenamento, concluindo que as BAL mantiveram-se vidveis durante todo a periodo
avaliado. Além da acdo do pH, as bactérias lacticas tém capacidade de produzir compostos
antimicrobianos denominados bacteriocinas (FULLER, 1989; BURITI & SAAD., 2007) e
outras substancias inibitdrias, tais como: peréxido de hidrogénio, diacetil, metabdlitos de
oxigénio, entre outras (PIARD & DESMAZEAUD, 1991). Muitas bactérias laticas tém
importante papel na producédo de alimentos fermentados, pela inibi¢do do crescimento de uma
ampla variedade de organismos deteriorantes de alimentos (JACK, 1995). Estudos
demonstram que géneros de bactérias consideradas acido laticas, assim como Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus, Pediococcus, Lactococcus, Leuconstoc e Streptococcus
thermophilus apresentam potencial probiotico (HOLZAPFEL, 2001; GIRAFFA, 2003;
BURITI, 2007; BARROS, 2009), sendo utilizadas na elaboracdo em produtos de laticinios,
sobremesas e outros alimentos (BURITI & SAAD, 2007).

Todavia, caracteristicas antimicrobianas e potencial probiotico ndo foram avaliadas no
presente estudo e maiores estudos sdo necessarios para identificar se as BAL presentes na

silagem de colostro apresentam estas caracteristicas.
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A classificacdo fenotipica das colonias das BAL foi feita de acordo com as suas
caracteristicas fisioldgicas, morfoldgicas e bioquimicas, assumindo que, entre outras
caracteristicas, as bactérias acido lacticas sdo micro-organismos Gram-positivos, catalase
negativos ndo esporulados e nitrato negativas, conforme descrito por Barros et al. ( 2009). Em
relacdo ao perfil de maltose e VP foram varidveis permitindo apenas a classificagdo em
género. Entretanto, a identificacdo de bactérias acido laticas por métodos fenotipicos é dificil
e inconclusivo sendo necessaria a realizacdo de métodos moleculares para determinar com
precisdo a identificacdo da espécie (BARROS et al., 2009). No presente estudo, ndo foi
possivel determinar as espécies das bactérias acido laticas isoladas, uma vez que a
identificagdo molecular encontra-se em andamento.

Embora o processo de fermentacdo tenha a capacidade de impedir o crescimento de
bactérias ndo esporuladas presentes no colostro, é fundamental que os produtores mantenham
atencdo a higiene e saneamento para minimizar a contaminacdo bacteriana durante a colheita

e armazenamento do colostro.

4. CONCLUSOES
O processo de fermentacdo anaerdbica da silagem de colostro foi eficiente para
bactérias ndo esporuladas. As BAL que permanecem durante o processo de fermentacédo

constituem-se em géneros de bactérias com possivel acdo probiotica.
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Tabela 1: Contagem de bactérias em silagem de colostro inoculada

experimentalmente por 30 dias de fermentacédo

Micro-organismo o Dias de fermentagéo
_ Contagem inicial i i i i
avaliado 7 dias 14 dias 21dias 30 dias
BAL 2,5x 10’ 6,0x10° 57x10" 28x10" 2,5x10’
B. cereus 6 x 10’ 35x10° 27x10° 27x10° 2,7x10°
E. coli 6 x 10 30x10° ND ND ND
S. aureus 5 x 10° 30x10* ND ND ND
B. abortus 4% 10° ND ND ND ND
L. icterohaemorrhagiae 1x 10’ ND ND ND ND
M. bovis-BCG 0.5 x 10’ ND ND ND ND

ND- N&o detectado
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RESUMO

Neste estudo objetivou-se caracterizar molecularmente 60 cepas de bactérias acido lacticas
isoladas de silagem de colostro bovino. A caracterizacdo genotipica foi realizada através do
sequenciamento da regido 16S rDNA. As bactérias isoladas foram classificadas em dois
géneros: Lactobacillus (75%), sendo identificadas as espécies L. casei, L. brevis, L. rennaqily
e L. crustorum e Enterococcus (25%) com as espécies, E. durans, E. faecium, E. faecalis e E.
mundyii. Concluiu-se que as bactérias &cido laticas isoladas da silagem de colostro sdo do
género Lactobacillus e Enterococcus descritas na literatura como bactérias com potencial

probidtico.

Palavras-chave: Bactéria acido lactica, Lactobacillus, Enterococcus, Colostro, Bovino

ABSTRACT:

In this study we aimed to molecularly characterize 60 strains of lactic acid bacteria isolated

from the colostrums silage. The genotypic characterization was carried out through the
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sequencing of the 16S rDNA. The isolated bacteria were classified in two genera:
Lactobacillus (75%), in which the species L. casei, L. brevis, L. rennagily and L crustorum.
were identified and Enterococcus (25%), (E. durans, E. faecium, E. faecalis and E. mundyii).
It has been concluded that the lactic acid bacteria isolated from colostrum silage are of the
Lactobacillus and Enterococcus genera described in the literature as bacteria with probiotic

potential.

Keywords: lactic acid bacteriae, Lactobacillus, Enterococcus, colostrum, bovine

INTRODUCAO

Bactérias acido laticas - BAL, constituem um grupo de bactérias Gram positivas
agrupadas devido suas caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas e fisioldgicas. Sdo micro-
organismos ndo esporulados, catalase-negativos, desprovidos de citocromos, anaerdbios, mas

aerotolerantes, acido-tolerantes e fermentativos (Axelsson, 2004; Barros et al.; 2009).

As BAL sdo encontradas em associacdo com produtos lacteos fermentados (Jack,
1995) sendo responsaveis por caracteristicas organolépticas e de viscosidade durante a
transformacéo do leite para queijo e iogurte (Piard e Desmazeaud, 1991). Estas bactérias séo
defendidas por seus beneficios a salde desde 1908 por Metchnikoff, estando entre os mais
importantes micro-organismos probidticos geralmente associados com o trato gastrointestinal
humano (Holzapfel et al., 2001) e fazendo parte da mucosa humana e animal saudavel

(Axelsson, 2004).

A capacidade de produzir grande quantidade de &cidos organicos, fundamentalmente
acido lactico, pela fermentacdo dos carboidratos presentes nos alimentos e consequentemente
reduzirem o pH, é o fator priméario em que se baseia a atividade antimicrobiana das bactérias

lacticas (Piard e Desmazeaud, 1991). Além disso, as bactérias lacticas tém capacidade de
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produzir outras substancias antimicrobianas, tais como: peroxido de hidrogénio, diacetil,

metabolitos de oxigénio entre outras (Piard e Desmazeaud, 1991).

Historicamente as BAL eram relacinadas aos Lactobacillus entretanto atualmente
mais de 20 géneros de bactérias fazem parte deste grupo, entre eles as Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,

Streptococcus, Tetragenococcus, Oenococcus, Vagococcus e Weissella (Axelsson, 2004).

Segundo Axelsson (2004) os Lactobacillus e Carnobacterium apresentam-se como
bastonetes e os outros géneros em forma de cocos. Uma excec¢do é o género Weisssella que
pode se apresentar como cocos ou bastonetes. Segundo este autor s6 no género Lactobacillus

sdo encontradas cerca de 80 espécies diferentes.

A identificacdo de BAL através de morfologia e provas bioquimicas tem se mostrado
pouco eficiente (Barros et al., 2009). Holzapfel et al. (2001) destaca a atencdo da necessidade
de diferenciar cepas de BAL consideradas seguras e probioticas de outras de origem clinica,
salientando a necessidade de identificacdo por meio de técnicas modernas de tipagem
molecular tais como PFGE (eletroforese em campo de gel pulsatil) e PCR (reagdo em cadeia

de polimerase).

O interesse por bactérias com capacidade de produzir compostos antimicrobianos
denominados bacteriocinas tem aumentado a cada ano e bactérias &cido laticas sao
valorizadas ndo s6 como preservantes de alimentos, mas também pela capacidade bactericida

frente a bactérias patogénicas (Field et al., 2007).

O produto resultante da fermentacdo anaerdbica do colostro, denominado silagem de
colostro, € um sucedéneo lacteo utilizado na alimentagéo de bezerros, uma vez que mantém os
constituintes nutricionais e do colostro in natura (Saalfeld et al., 2013, no prelo), e

imunoglobulinas, sendo estas transferidas aos bezerros (observagdes pessoais). Apds 0
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periodo de fermentacdo de 21 dias apenas BAL continuam viaveis conservando este alimento
por periodos de 24 meses (Saalfeld et al., 2013 no prelo). Objetivou-se neste estudo,

identificar genotipicamente estas bactérias.

2. MATERIAL E METODOS

No periodo de 2009 a 2012 foram isoladas BAL de amostras de silagem de colostro
produzidas conforme Saalfeld (2008). Para a caracterizagdo das BAL levou-se em
consideracdo: morfologia celular, reacéo tintorial a coloracdo de Gram e prova de catalase. As

bactérias caracterizadas foram armazenadas em meio BHI com 40% de glicerol a -20°C.
2.1 Amplificacédo e sequenciamento parcial da regido 16S rDNA das BAL.:

Das bactérias armazenadas foram selecionadas 60 cepas, as quais foram plaqueadas
em meio MRS (Man, Rogosa e Sharpe - Biobras, Brasil) e cultivadas em microaerofilia a
37°C por 24 horas. As colonias foram avaliadas por Gram e morfologia para posterior
extracdo do DNA. A extracdo do DNA foi realizada pelo método pérolas de vidro segundo
Sambrook (2001). O DNA total bacteriano extraido foi quantificado por espectofotometria
(NANOVUE-plus GE) com uma média de 1500 nanogramas de DNA e armazenado a -20° C

até a utilizacédo nos testes moleculares.

As amostras de DNA foram amplificadas atraves de PCR. Para cada amostra foi
utilizado 30 uL de tag mix (GoTaq Colorless Master Mix- PROMEGA (pH 8.5), contendo:
400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP and 3mM MgCI12); 1,5 uL (10
pmol) de cada primer: 27f (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") el512r (5'-
CGGCTACCTTGTTACGACT-3") ( Magalhaes et al., 2011), (Sigma), g.s.p. 25 uL de agua
ultra pura e adicionando-se 2,0 uL. de DNA de interesse (~100-200ng). O material foi levado

ao termociclador (Biocycler) com o seguinte protocolo: inicialmente 5 minutos a 95°C e
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depois 30 ciclos de: 60s a 92°C, 60s a 55°C, 60s a 72°C. A extensdo final foi 10 minutos a
72°C. Os produtos da PCR (~100-200ng) foram acrescidos com solu¢do tampéo de corrida
(1pL de Sybr Green e 1uL de Loading buffer) e submetidos a eletroforese (70V/ 30minutos)
em gel de agarose a 1%. Posteriormente visualizados em transluminador com ultravioleta

(UV) e fotografados através do sistema de foto documentacdo (Olimpus 4000).

Os produtos de PCR foram purificados e enviados ao sequenciamento por Macrogen.
As amostras foram sequenciadas em um sequenciador automatico (ABI PRISM 3730XL
Analyzer). As sequéncias de DNA obtidas foram comparadas com a base de dados GenBank
utilizando o algoritmo BLAST (National Center for Biotechnology Information, MA,

EUA)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov.)

3. RESULTADOS

A morfologia das BAL isoladas da silagem de colostro variou de bacilos Gram positivos
isolados ou em cadeias (Fig.1a) a cocobacilos Gram positivos, agrupados em cadeias (Fig.

1b), ndo esporuladas e catalase negativas.

Fig. 1a Fig. 1b

Figura 1: Morfologia de BAL presentes na silagem de colostro. Fig.1a: bacilos longos,

em cadeias, Gram positivos. Fig. 1b: cocobacilos, em cadeias, Gram positivos.
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Figura 2: Fotos dos géis apos extracdo DNA de bactérias &cido lacticas

O sequenciamento evidenciou que 75% das cepas avaliadas pertenciam ao género
Lactobacillus (45/60) ao género Enterococcus (15/60). Dentre os Lactobacillus foram
identificadas quatro espécies: L. casei (75%), L. rennanqily (12,5%), L. brevis (8,33%) e L.
crustorum (4,17%). Também foram identificadas quatro espécies de Enterococcus: E. durans

(50%), E. faecium ( 25%), E. faecalis (12,5%) e E. mundyii (12,5%).

4. DISCUSSAO

Saalfeld et al. (2013, no prelo) pesquisando a microbiota da silagem de colostro,
comprovaram a permanéncia de BAL por periodos de até 24 meses na silagem de colostro.
Todas as bactérias foram Gram positivas ndo esporuladas e catalase negativas com morfologia
bacilar foi variavel. No entanto, foi possivel observar que a morfologia das BAL variou com o
tempo de cultivo e com meio de cultura utilizado dificultando a identificagcdo

morfofisioldgica.

Os bacilos apresentaram-se desde longos e delgados a cocobacilos curtos e mais
arredondados. Este resultado estd de acordo com Koneman et al. (2008), que descreve a
mesma morfologia, ressaltando que os Lactobacillus sdo pleomdrficos, com tendéncia a

formacéo de palicadas, morfologia também encontrada nas bactérias isoladas neste estudo.
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Em relacdo a morfologia, Axelsson (2004) descreveu que dentre as BAL, os Lactobacillus e
Carnobacterium sdo bastonetes e 0s outros géneros apresentam-se em forma de cocos.
Segundo Barros et al. (2009) as provas biogquimicas utilizadas para identificacdo de espécies
de BAL sdo imprecisas, por outro lado, as metodologias moleculares baseadas na PCR
constituem-se em uma ferramenta de identificacdo bacteriana répida, de elevada sensibilidade
e especificidade (Zanine, et al., 2012). Assim sendo, optou-se pelo sequenciamento da regido
16S rDNA, sequéncia conservada com polimorfismos intraespecificos que revelou a
identificacdo de quatro espécies diferentes de Lactobacillus (L. casei, L. brevis, L. rennangily
e L. crustorum) e quatro espécies de Enterococcus (E. durans, E. faecium, E. faecalis e E.
mundyii). E importante salientar que embora nas silagens avaliadas no presente estudo tenham
sido identificadas quatro espécies de Lactobacillus sdo reconhecidas cerca de 80 espécies
diferentes (Axelsson, 2004). Além de haver uma percentagem maior de Lactobacillus nas
silagens avaliadas, 75% das amostras foram identificadas como L. casei, descritas como
probidtica e com capacidade de producdo de bacteriocina (Buriti et al., 2007). Essa é uma
caracteristica importante de cepas de Lactobacillus por causa de suas possiveis aplicacbes em

conservacao de alimentos (Buriti et al., 2007).

Entre as bactérias sequenciadas, 25% foram identificadas como Enterococcus, 0s quais
tém sido relatados com capacidade de produzir bacteriocinas inibitorias (enterocinas) contra a
deterioracdo dos alimentos ou bactérias patogénicas, tais como Listeria monocytogenes,

Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Clostridium spp. e Bacillus spp. (Giraffa, 2003).

As espécies bacterianas identificadas neste estudo sdo descritas como bactérias com
potencial para preservar a saude humana e animal (Fuller, 1989; Pimentel, 2011). Todavia,

maiores estudos para comprovar esta atividade deverdo ser futuramente realizados.

Além de ser um sucedaneo lacteo que desenvolve corretamente os bezerros (Saalfeld,

2008; Saalfeld et al., 2013 no prelo), e mantém as imunoglobulinas (observacdes no prelo), a
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silagem de colostro, por manter bactérias acido laticas com provavel acéo probiotica, passa a

ter um interesse especial entre pesquisadores e produtores.

4. CONCLUSOES

As bactérias &cido laticas isoladas da silagem de colostro pertencem ao género

Lactobacillus e Enterococcus, sendo predominantemente L. casei.
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RESUMO

O panorama nutricional brasileiro evidencia que o potencial nutritivo dos alimentos ndo é
aproveitado na sua totalidade e que muitos deles sdo descartados por desconhecimento e
preconceitos. A utilizacdo de alimentos pouco tradicionais pode diminuir os desperdicios,
com aproveitamento e transformacdo em produtos, cujo valor comercial e nutricional seja
reconhecido. Um exemplo disso € o leite produzido pela vaca nos primeiros dias pos-parto,
que é descartado pelos agricultores. O objetivo deste trabalho foi avaliar a composicao
centesimal do colostro bovino e desenvolver bebida lactea e manteiga tendo como base a
silagem de colostro verificando a viabilidade de bactérias &cidos lacticas nestes produtos.
Neste trabalho concluiu-se que o colostro é um alimento com alto valor nutricional, sendo
possivel a producdo de manteiga e bebida lactea da silagem de colostro. A manutengéo de
Lactobacillus spp vidveis em quantidades suficientes sugere que estes alimentos tém potencial

probidtico.

Palavras-chave: colostro, bovino, alimento, probidticos.
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ABSTRACT

The panorama shows that the Brazilian nutritional potential nutritional value of foods is not
tapped in its entirety and that many of them are discarded through ignorance and prejudice. The
use of some traditional foods can reduce the waste, with recovery and transformation products,
whose market value is recognized and nutrition. An example is the milk produced by cows
during the first days post partum, which is discarded by farmers. The objective of this study
was to evaluate the chemical composition of colostrum and milk drink developing and butter
based on colostrum silage checking the viability of lactic acid bacteria in these products. In this
work it was concluded that the colostrum is a food with high nutritional value, being possible
the production of butter and milk drink on colostrum silage. The maintenance of viable

Lactobacillus spp. in sufficient quantities suggests that these foods have the potential probiotic.

Keywords: colostrum, bovine, food, probiotics

1 INTRODUCAO:

A populacdo mundial pode chegar em 2050 a nove bilh6es de habitantes (FAO, 2011).
Assim, para que todos tenham acesso & comida, a oferta de alimentos precisa aumentar nos
préximos 40 anos (MUTEIA, 2011). Segundo Clay (2011) isto é um desafio assustador, visto
que cerca de 70% da terra que € adequada para cultivo de alimentos, ja estd em uso ou sob
alguma forma de protecdo. O maior impacto humano em nosso planeta vem da producéo
alimentos. Em 2050 poderemos precisar de trés planetas Terra para atender as demandas do
Nnosso consumo. Precisamos urgentemente encontrar maneiras de fazer mais com menos sem
prejudicar a biodiversidade (CLAY, 2011).

Um alimento importante para a alimentagdo humana é o leite, sendo o consumo
recomendado para todas as faixas etarias. Segundo a FAO (2011) em 2014 com novos
consumidores oriundos dos paises emergentes, havera um déficit de 34 bilhdes de litros de
leite. Apesar disso o leite produzido nos quatro primeiros dias pos-parto é descartado pelo
produtor rural por ndo ter valor comercial, embora tenha potencial para ser usado na
alimentacdo humana (SAALFELD et al., 2012).

Em 2008, Saalfeld desenvolveu a silagem de colostro como forma de aproveitamento

do excesso de colostro produzido nas propriedades rurais, resolvendo problemas citados na
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literatura em relagdo a conservagdo, armazenamento e qualidade do colostro (FOLEY;
OTTERBY, 1978; LANUZA et al., 1980). Apds 21 dias de fermentacédo a silagem de colostro
mantém caracteristicas fisicas e quimicas encontradas no colostro in natura (SAALFELD et
al., 2012). As bacteérias presentes na silagem de colostro apds 21 dias de fermentacdo foram
identificadas como pertencentes ao género Lactobacillus spp. N&o foi identificado
crescimento de outros micro-organismos nas amostras avaliadas (SAALFELD et al., 2012).
Bactérias pertencentes ao género Lactobacillus spp sdo fermentadoras de lactose, sendo
responsaveis por processos da fermentacao e usados como probidticos em alimentos para uso
de humanos e animais (BURITI, 2007).

O colostro é essencial para recém-nascidos, entretanto, adultos humanos também
podem se beneficiar (HE, 2001). Além de nutrientes o colostro bovino contém varios
componentes bioativos e € uma fonte rica em fatores de crescimento sendo comercializado
como suplemento alimentar de salde em varios paises (PLAYFORD et al.,, 1999;
URUAKPA, 2002). Quando Albert Sabin fez sua primeira vacina oral contra a poliomielite, a

imunoglobulina que ele utilizou foi de colostro bovino (SABIN, 1950).

O “Leite Imune” produzido com colostro bovino hiper-imunizado é usado para
combater problemas gastro intestinal em humanos e a empresa Lifeway Foods Inc. langou no
mercado americano o Basic Plus, uma bebida a base de kefir, contendo Proventa (colostro)

com componentes imunolégicos naturais (SOUZA, 2008).

Em muitos paises do mundo o colostro bovino é usado na alimentacdo humana. Nos
paises escandinavos durante centenas de anos era produzido um pudim de colostro coberto
com mel para celebrar o nascimento de herdeiros (OLIVEIRA, 2012). Na Turquia um prato
feito com colostro bovino é chamado de Kelle. O colostro (avuz) é colocado em uma panela
sendo lentamente aquecida para tornar-se firme. No Caucaso este colostro solidificado é

polvilhado com agucar sendo conhecido como "Gumus” (KALAFAT, 2011).

Na Finlandia o pudim de colostro bovino é uma sobremesa tradicional, tendo sido
adotado por muitos “chefs” de diferentes partes do mundo, muitas vezes com pequenas
variagdes (GODWIN, 2011). Também na Finlandia é produzido o Leip&juusto cheese ou
juustoleipa (Wikipedia) que é um tipo de queijo fresco feito tradicionalmente com colostro
de vaca. Outro produto é o queijo de colostro assado chamado de Uunijuusto Ternimaidosta.
Na Noruega é produzido um pudim de colostro denominado kyrost, Ramelkspudding ou

kalvedans (danca bezerro). Além do pudim sdo produzidas panquecas e waffles que podem
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ser feitos sem o uso de ovos (ANNE-LISE 2010). Imigrantes alemdes descrevem o uso de
queijo de colostro denominado Crost, feito com colostro fresco, sal, aglcar e canela, assado

em forno aquecido.

Segundo Dalton (2012) até pouco tempo na Nova Zelandia o colostro ndo era
valorizado. Entretanto com o reconhecimento do colostro como um alimento saudavel e usado
por atletas homens e mulheres isto comecou a mudar. Nos ultimos trés anos, empresas de
laticinios pagaram aos agricultores um prémio pelo colostro em vez de penaliz&-los como era
comum. Dalton (2012) cita que um mercado de exportacdo de alto valor estd em
desenvolvimento na Asia e Japdo para comercializacdo do colostro, inclusive com precos
exorbitantes. Esta revisdo demonstrou que existe possibilidade de desenvolver muitos
produtos a base de colostro. O objetivo deste trabalho foi realizar a analise centesimal do
colostro bovino e o desenvolvimento de manteiga e bebida lactea tendo como base a silagem

de colostro, verificando a viabilidade de bactérias &cidos lacticas nestes produtos.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Anélise centesimal do colostro bovino

O colostro foi coletado através de ordenha mecénica de 10 vacas das racas Jersey e
Holandesa em propriedades do sul do Rio Grande do Sul, Brasil. As amostras foram coletadas
em frascos estéreis (226mL), resfriadas e transportadas ao laboratorio. As analises foram
realizadas em duplicata segundo metodologia descrita nas Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (1985). Os parametros avaliados foram: pH (medido em potencidometro digital -
DM 20), acidez (graus Dornic), proteina (digestdo de Kjeldahl, fator 6,5), extrato seco
(determinado pelo método de secagem em estufa a 105°C), cinzas (determinada pelo método
de incineracdo em forno mufla a 550°C), gordura (método de Gerber) e lactose (determinada
pelo método de Fehling) Adolfo Lutz (1985)..

2.2 Producéo de manteiga e bebida lactea

A silagem de colostro foi produzida no Centro de Treinamento de Agricultores da
EMATER/RS-ASCAR-CETAC, Cangugu, RS, conforme Saalfeld (2008). Apds 21dias de
armazenamento a silagem foi utilizada como base para producdo de manteiga e bebida lactea.
A elaboracdo dos produtos ocorreu no CETAC e no Laboratorio de Analise Sensorial de
Alimentos do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos (CCQFA) da

UFPel Campus Capéo do Leéo.
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Nas amostras de silagem de colostro utilizadas para elaboracdo dos produtos foram
realizadas analises de proteina (digestdo de Kjeldahl, fator 6,5), pH, acidez (% m/v de &cido
latico) e umidade (% m/v) (ADOLFO LUTZ,1985).

Para obtencdo da manteiga a matéria gorda da silagem de colostro foi desestabilizada
através da acéo fisica do liquidificador com agua gelada. Apds 2 minutos ocorreu a expulsédo
do leitelho (soro e adgua) resultando na manteiga. Apds lavagem e maxalagem foi realizada a

salga e refrigeracdo para aquisicdo da consisténcia desejada.

Para elaboracdo da bebida lactea a porgdo contendo o soro e caseina da silagem de
colostro foi liquidificada por quatro minutos. Apés repouso de 2 minutos a bebida foi filtrada.
Para cada 500 mL da bebida foram acrescentados 2% de bicarbonato de sodio, 4% de acgUcar e
4% de polpa de morango ou para bebida sabor chocolate foi acrescentado 6% de

achocolatado.

Uma aliquota de 10puL da manteiga e bebida lactea foi semeada nos meios de cultivo:
Agar sangue (Difco Il, USA), MacConkey (Difco IlI, USA), Chapmann (Difco Il, USA),
incubados em aerobiose por 24 horas a 37°C. As amostras foram avaliadas quanto ao nimero
de células viaveis das bactérias acidos laticas totais através de diluicdes seriadas na base 10
em placas com meio MRS (MAN, ROGOSA e SHARPE - Biobras, Brasil) incubadas em
microaerofilia em estufa a 37°C por 48 horas. A contagem das unidades formadoras de
coldnias foi feita através do contador de colénias, em placas que apresentavam entre 30 e 300
UFC.

A bebida lactea foi avaliada antes a apds a adicdo do aromatizante e agUcar em relacédo a
contagem de fungos filamentosos e leveduras. Para essa enumeragdo foi empregado agar
Batata Dextrose (BDA), acrescido de 0,2 mL de &cido tartarico (10% p/v), utilizando-se o
método de plagueamento em superficie, semeando-se com alca de Drigalsky, seguido de

incubacdo a 25°C por cinco dias e visualizado em microscopia optica.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

A composic¢éo centesimal das amostras de colostro conforme o horario de coleta pos-
parto, apresentadas na tabela 1, evidencia que o colostro bovino é um alimento rico em
constituintes nutricionais e apresenta potencial para ser pesquisado como alimento para

humanos.
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Tabelal- Avaliacéo centesimal do colostro conforme horas pds-parto

Umidade Gordura

pH Lactose% Cinzas% Proteina% % % MS % °D
Parto 6,42 2,69 1,77 16,66 75,82 6,07 26,06 30
12 horas 6,24 2,75 1,65 16,15 80,41 5,60 19,61 28
24 horas 6,29 3,21 1,2 10,44 85,24 6,40 14,76 35
36 horas 6,48 3,13 1,46 9,53 84,65 5,95 15,35 25
48 horas 6,31 3,29 1,25 7,03 84,47 6,00 15,53 46
60 horas 6,31 3,41 1,28 6,91 85,99 5,92 14,11 25

(n=10), MS = matéria seca. °D = Graus Dornic

Neste estudo foram observados diferentes percentuais nutricionais das amostras
coletadas entre racas e entre propriedades (dados ndo mostrados). Acredita-se que estas
variacdes sdo influenciadas pelo manejo, alimentacdo da vaca, individualidade, raca, nimero
de paricéo, racdo pré-parto, duracdo do periodo seco e tempo pos-parto, estando de acordo
com relatos de Kehoe et al. (2007). Gonzales (2001) ressaltou que o leite bovino é um fluido
composto por uma série de nutrientes sintetizados na glandula mamaria a partir de precursores

derivados da alimentacdo e metabolismo, 0 mesmo ocorrendo com a composi¢do do colostro.

Na tabela 1 estd demonstrado que o nutriente com maior variacdo foi a proteina. No
momento do parto os valores observados foram de 16,66% diminuindo para 6, 91% com 60
horas poés-parto. Estes achados estdo de acordo com pesquisas de Kehoe et al. (2007).
Segundo este autor, um dos motivos da variacdo decrescente do percentual de proteinas esta
relacionada ao percentual de imunoglobulinas que é de quase 6% no colostro diminuindo para
0,09% no leite. Foi observado neste estudo que a medida que transcorrem as horas p6s-parto
0s nutrientes se modificam, aproximando-se a valores encontrados no leite, corroborando
resultados de Kehoe et al. (2007). Pode-se observar que o percentual de lactose aumenta com
0 numero de ordenhas de acordo com os estudos de Foley e Otterby (1978). Neste estudo os
percentuais de matéria seca diminuiram com o numero de ordenhas pds-parto estando de
acordo com os resultados de Gonzales (2001), este achado provavelmente esta relacionado a
diminuicdo dos percentuais de proteina. Os teores de gordura em média 6% nédo sofreram

alteracdo até 60 horas p0Os-parto, entretanto sabe-se que os percentuais de gordura diminuem
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para valores em torno de 3,7% em leite de vaca Holandesa e 4,4 % em leite de vaca Jérsei
estando relacionados a alimentagdo e a raca da vaca leiteira (NEITZ, 1995). Foi observado
teores de acidez maiores no colostro (26 a 48°D) em relacdo ao leite (13 a 17°D).
Provavelmente esta acidez seja devida aos sélidos ndo gordurosos como: albumina, caseinas e
fosfatos. As concentragcOes de fosfatos e de caseinas sdo as mais importantes, de maneira que

a acidez serd maior, quanto maior o contetdo proteico do colostro.

Embora o colostro seja um alimento rico em constituintes importantes para
alimentacdo e na saude humana (PLAYFORD et al., 1999; URUAKPA, 2002) ainda é pouco
utilizado na alimentacdo humana. Durante a pesquisa foi possivel observar a existéncia de
preconceitos em relacdo ao uso do colostro, entretanto ndo foi possivel identificar a origem
desse preconceito. A maioria das pessoas nunca consumiu colostro, mas tem conceitos
estabelecidos de que é algo que ndo deve ser consumido. O uso de colostro ndo € proibido,

visto que muitas industrias no mundo utilizam o colostro na forma de leite imune.

Provavelmente os preconceitos e a proibicdo de adicionar colostro ao leite que sera
comercializado (ANVISA, 2012), leva ao senso comum de que o colostro ndo pode ser usado
em alimentacdo humana. Entretanto esta recomendagdo deve-se a diferenca de constituicdo
entre eles que pode trazer problemas tecnoldgicos, relacionados com a instabilidade proteica

face ao tratamento térmico durante a pasteurizacdo (BEHMER, 1999).

Aléem do potencial para utilizacdo de colostro in natura, neste experimento ficou
demonstrado que a silagem de colostro pode ser utilizada como base para producdo de

derivados lacteos.

Conforme o MAPA (2005) bebida Lactea é o produto onde a base lactea represente
pelo menos 51% (cinquenta e um por cento) massa/massa (m/m) do total de ingredientes do
produto. Pode, também, ser caracterizada como um produto fermentado mediante a acéo de
cultivo de micro-organismos especificos, e/ou adicionado de leite fermentado e/ou outros
produtos lacteos fermentados, e que ndo podera ser submetido a tratamento téermico apos a
fermentacdo. A contagem total de bactérias lacticas viaveis deve ser no minimo de 10°UFC/g,
no produto final, para o(s) cultivo(s) lactico(s) especifico(s) empregado(s), durante todo o
prazo de validade. Saalfeld et al demonstrou em 2012 que a silagem de colostro tem
quantidades de Lactobacillus spp. necessarias para sua classificagdo como bebida lactea e ndo

pOSsui micro-organismos patogénicos.
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A silagem de colostro é uma bebida fermentada que apresenta nutrientes superiores
ao leite mantendo valores de proteina, matéria seca, umidade e gordura observados no
colostro in natura, entretanto, foi demonstrado que houve diminuicdo dos percentuais de
lactose em silagem de colostro com 30 dias de fermentacdo (SAALFELD et al., 2012). Este
fato sugere que a silagem de colostro seja base para a formulacdo de alimentos para pessoas

intolerantes a lactose, necessitando maiores estudos.

O método de obtencdo da manteiga usando a matéria gorda da silagem de colostro
esta de acordo com o que determina a legislacdo (BRASIL, 1996), entretanto, o resultado de
acidez titulavel (em &cido lactico) foi de 3,24% e a umidade foi de 52,37% valores superiores
ao estabelecido como parametro de qualidade para manteiga de leite de vaca que é de no
méaximo 16% para umidade e 3% para a acidez segundo a Resolucdo n°4 de 28 de junho de
2000 (BRASIL, 2000). Na manteiga e bebida lactea ndo foi identificado crescimento
bacteriano nos meios de agar sangue, MacConkey e Chapmann, indicando qualidade higiénica

sanitaria do produto, conforme estabelecido pela Resolucdo n°12 de 02 de janeiro de 2001.

Nos dois alimentos foi identificado o crescimento de Lactobacillus spp. em meio
MRS. Baseado nos estudos de Buriti (2007) possivelmente haja possibilidade de utilizar o
Lactobacillus spp. da silagem de colostro como probioticos. Apds a adi¢do de produtos para
enriquecimento de sabor da bebida lactea houve crescimento de bolores e leveduras, havendo

necessidade de controle de qualidade destes aditivos.

Na producédo da bebida buscou-se preservar caracteristicas fisico-quimicas naturais do
produto inicial, proporcionando apresentacdo, coloracdo e sabor atrativos a alimentacdo
humana. Na avaliagdo fisico-quimica da silagem de colostro sem a gordura foram encontrados
os valores de 6,36% a 14,45% para proteina, superiores aos encontrados no leite relatado por
(KEHOE, 2007). A variagdo observada entre as amostras esti relacionada ao tempo da
ordenha pos-parto, individualidade, manejo, alimentacdo, duracdo do periodo seco e raca da
vaca produtora. Artesanalmente, em propriedades rurais a elaboracdo da bebida com esta
variacdo centesimal ndo € limitante, visto que a mesma variacdo € observada no leite. Para a
industrializac&o do produto, deverdo ser estabelecidos padrfes nutricionais, da mesma forma
como acontece no leite pasteurizado. Os resultados de pH foram de 3,67 a 4,27 com gosto
acido e a avaliacdo de acido lactico apresentou variacdo de 10,55 a 22,90%. Apds a adicdo do

bicarbonato, aromatizante e actcar o pH ficou em média de 4,9 e o sabor ficou agradavel.
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Apos 21 dias de fermentacdo a silagem de colostro apresentou apenas Lactobacilos
spp. viaveis, com valores superiores ao valor médio de 10°® UFC/g necessario para um produto
final de bebida lactea fermentada. Nossa avaliacdo € que esta bebida pode ser utilizada como
fonte de Lactobacillus spp. vivos com potencial probidtico. Oficinas de preparacdo destes

produtos com agricultores familiares tém despertado interesse e adogdo pela familia rural.

Ainda ndo existe legislacdo especifica para produtos a base de colostro e silagem de
colostro, tanto para contagem bacteriana como para avaliagéo fisica e quimica. Neste trabalho

foi utilizada como parametro a legislacéo existente para produtos lacteos.

A pesquisa sensorial realizada com a manteiga e dois sabores da bebida mostrou uma
boa aceitacdo do produto. Percebemos que tanto a bebida lactea de morango quanto a de
chocolate seriam adquiridas pelas pessoas que participaram da pesquisa, sendo que a bebida
do sabor morango teve uma aprovagao maior com 85,72% comparado com 82,14% do sabor

chocolate (dados ndo mostrados).

4 CONCLUSAO:

O colostro bovino é um alimento com qualidade nutricional que apresenta percentuais de
proteinas, gorduras, cinzas e solidos totais superiores ao leite, oferecendo potencialidade para
ser estudado e beneficiado para uso na dieta humana. Neste trabalho, pode-se concluir que é
possivel produzir manteiga e bebida lactea tendo como base a silagem de colostro. A
manutencdo de Lactobacillus spp. viaveis em quantidades suficientes sugere que esta bebida
tem potencial probiotico. Em relacdo a legislacdo microbioldgica para lacteos os produtos
estdo aptos para consumo, existindo a necessidade de regularizar a legislacdo de alimentos a

base de silagem de colostro junto ao MAPA.
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CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel concluir que:

1) A silagem de colostro bovino € um sucedaneo lacteo adequado para a
alimentacdo de bezerros com constituintes nutricionais superiores ao leite,

com excecao da lactose.

2) O processo de fermentacdo é consequéncia de bactérias acido laticas
caracterizadas genotipicamente como Lactobacillus e Enterococcus, sendo

predominantemente L. casei.

3) A silagem de colostro mantém os niveis de imunoglobulinas, sendo capaz de

transferir imunidade passiva para bezerros recém-nascidos.

4) A silagem de colostro oferece potencialidade para ser estudada e beneficiada

para uso na dieta humana.
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