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RESUMO

Pesquisas vém buscando alternativas para reduzir os custos de criacdo de bezerras leiteiras ja
que, nos primeiros meses de vida, sdo dependentes de dieta a base de leite. A silagem de
colostro pode ser uma opcdo econdmica, pois conserva 0 colostro por fermentacdo
anaerobica. Foram analisados parametros fisico-quimicos (pH, densidade e solidos totais) e
microbiologicos do colostro in natura e do colostro fermentado de dez vacas da raca
Holandesa, com o objetivo de verificar o potencial de uso da silagem de colostro em
substituicdo ao leite. O colostro foi armazenado em garrafas plasticas de 500 mL, em
condicdo anaerobica, por 21, 30, 60, 90, 120, 180 e 360 dias. Os valores de densidade foram
determinados usando termolactodensimetro e o pH por fita indicadora. A porcentagem de
solidos totais (%ST) foi obtida por um refratdbmetro Brix. O desenvolvimento microbiano foi
determinado a partir do uso de quatro meios de cultura distintos: 4gar sangue e MRS onde foi
possivel observar o desenvolvimento de micro-organismos do género Staphylococcus spp. e
Lactobacillus spp., respectivamente, &gar Sabouraud (desenvolvimento de fungos
filamentosos e leveduras) e agar MacConkey onde se desenvolveram enterobactérias. Para
avaliar o efeito do tempo de fermentacéo, foi utilizado o programa estatistico Minitab®, sendo
que as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Houve
decréscimo dos valores de pH nas amostras de silagem de colostro, devido a transformacao da
lactose em 4&cido latico. A fermentagdo também resultou na diminuicdo da densidade e da
%ST. Apenas no agar MacConkey (onde h& crescimento de bactérias patogénicas,
principalmente enterobactérias) houve diferenga entre o crescimento microbiano no colostro
in natura e no fermentado. No presente estudo verificou-se que a silagem de colostro com
relacdo aos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos, preparada e armazenada de forma
criteriosa, pode ser empregada no aleitamento de bezerras leiteiras.

Palavras-chave: Acidez. Anaerobiose. Bezerras. Fermentacao.



ABSTRACT

Studies search for alternatives to reduce the costs of dairy calves breeding, since in the first
months of life these animals are almost exclusively dependent on a liquid diet whose base is
milk. Colostrum silage may be an economical option because conserves the colostrum by
anaerobic fermentation. Physical and chemical (pH, density and total solids) and
microbiological parameters of colostrum in natura and fermented colostrum of ten Holstein
cows were analyzed. The colostrum was stored in 500 mL plastic bottles in anaerobic
condition during 21, 30, 60, 90, 120, 180 and 360 days. The density values were determined
using a thermolactodensimeter and pH through an indicator strip. The percentage of total
solids (%TS) was obtained by a Brix refractometer. The microbial growth was determined
from the use of four different agars: blood and MRS where it was possible to observe the
development of Staphylococcus spp. and Lactobacillus spp. microorganisms, respectively,
Sabouraud (development of filamentous fungi and yeasts) and MacConkey where developed
enterobacteria. To evaluate the effect of fermentation time on the variables studied, the
statistical software Minitab® was used and the averages were compared by Tukey test at 5%
of significance level. There was a decrease in pH rates of colostrum silage, because the
conversion of lactose into lactic acid. Fermentation also resulted in reduced density and %TS.
Only in MacConkey agar (where there is growth of pathogenic bacteria, particularly
enterobacteria) was observed difference of microbial growth between colostrum in natura and
fermented colostrum. In this study, it was found that colostrum silage with respect to physico-
chemical and microbiological parameters, prepared and stored carefully, can be applied to
feed dairy calves.

Keywords: Acidity. Anaerobic. Calves. Fermentation.
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1. INTRODUCAO

Dentro de uma propriedade leiteira, normalmente a composi¢do do rebanho é bem
variada ja que existem diversas categorias animais presentes. Estas vdo desde vacas lactantes
e secas até animais mais jovens como novilhas e bezerras.

Sabe-se que, dentre todas as categorias, a fase de cria dos animais é um desafio, pois
exige atencdo que nem sempre lhe é dada e este fato normalmente ocorre devido as bezerras
representarem custos sem retorno em curto prazo. Segundo Silper et al. (2012) a criacdo de
bezerras e novilhas representa parte importante dos custos de sistema de producdo de leite,
sendo a satde desses animais fundamental para a criacéo eficiente.

Devido esses animais terem uma dieta quase que exclusivamente liquida, sendo o
leite o principal alimento nas primeiras semanas de vida, a alimentacdo pode ser considerada
0 item mais oneroso. A dependéncia de uma dieta liquida se deve ao fato do processo de
digestdo ser ineficiente no inicio da vida dos animais, além disso, sabe-se também que logo
ap6s 0 nascimento, o abomaso ocupa em torno de 50% do volume dos compartimentos
gastricos; esta mesma porcentagem é alcancada pelo rimen-reticulo em torno da idade de
guatro semanas, ja que é durante os dois primeiros meses de vida da bezerra que o rdmen
mais se desenvolve (SANTOS et al., 2002), ou seja, nas primeiras semanas de vida a bezerra
ainda ndo é um “ruminante funcional”, sendo mais eficiente na digestdo dos nutrientes
provenientes do leite materno.

De acordo com Oliveira et al. (2010) o leite de vaca possui em média 3,5% de
proteinas, 3,8% de gordura, 5,0% de lactose, 0,7% de minerais (cinzas) e 87% de agua sendo
que esses valores médios podem apresentar desvios, uma vez que a variagdo em sua
composicdo é muito grande e em todos 0s componentes a fragdo que mais varia € a gordura.
Do ponto de vista bioldgico, o leite pode ser considerado um dos alimentos mais completos,
por apresentar, entre outras caracteristicas, alto teor de proteinas e sais minerais (LUIZ et al.,
2010).

Hubert et al. (2014) afirmaram que, na maioria das exploracdes leiteiras do pais, 0s
bezerros recebem o colostro e depois passam a ser alimentados com leite comercializavel.
Isso representa um gasto em torno de 200 litros de leite para criar um bezerro até a desmama,
leite este que poderia ser entregue a industria.

Desta forma, a busca de alternativas para reduzir os custos com a dieta sem
prejudicar o desenvolvimento das bezerras torna-se fundamental. Ferreira (2011) destaca que
existem varios alimentos disponiveis que podem ser usados para a nutricdo das bezerras nesta

fase inicial, dentre eles, além do leite integral, hd tambem os sucedaneos comerciais e ainda o
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leite ndo comercializavel (que inclui o colostro, leite de transi¢do e leite mastitico ou com
residuos de antibioticos).

Os sucedaneos sdo produtos comerciais que tem como destino substituir o leite
integral da dieta de bezerras. A substituicdo do leite cru pode apresentar bons resultados
quando empregada em unidades de producdo que utilizam mdo de obra capacitada para
atender exclusivamente ao setor de cria e recria de bezerras (ZANOTTI, 2013), j& que um
ponto critico do uso de sucedaneo é a diluicdo do produto e seu fornecimento em temperatura
adequada. Além disso, Vasconcelos (2012) afirmou que mesmo que o sucedaneo possa ser
usado como fonte alimenticia a partir de quatro a seis dias de idade, os bezerros que o
consomem ganham menos peso que bezerros alimentados com leite integral, devido & menor
concentracdo de gordura e energia do sucedaneo (composicdo muito variavel, sendo
intimamente ligada a qualidade do produto, uma vez que produtos de melhor qualidade
possuem um balanceamento melhor de nutrientes); e também outro problema é que entre as
fontes de proteina utilizadas na formulacdo dos sucedaneos, estéa a soja, a qual ndo é indicada
para bezerras até a oitava semana de vida, uma vez que esses animais ndo possuem as enzimas
necessarias para digerir os nutrientes contidos nesse alimento (ZANOTTI, 2013). Vale
ressaltar também que, para o uso do sucedaneo ser viavel, além de atender as recomendacdes
nutritivas, ainda ha a questdo do pre¢o deste produto, que obviamente deve ser menor que do
leite comercial para ser uma boa alternativa de economia dentro da propriedade.

Como citado anteriormente, atender a dieta das bezerras nem sempre € tao facil, pois
o leite é a fonte mais significativa de renda de uma propriedade leiteira e o uso de sucedaneos
pode se tornar invidvel dependendo do nivel tecnoldgico e da rentabilidade da propriedade.
Portanto é neste contexto que o uso do leite ndo comercializavel pode ser uma boa opcéo, ja
gue normalmente a quantidade de colostro e do leite de transicdo produzidos pelas vacas
recém-paridas sdo maiores do que o consumo das bezerras. Assim, na maioria das vezes, 0
produtor acaba descartando esta parte da producao.

O colostro é uma secrecdo produzida pelas vacas, até cinco dias ap6s o parto, que é
rica em proteinas, dentre estas as imunoglobulinas, minerais, vitaminas, gordura, soélidos
totais e cinzas (ANDRADE; ANSELMI; MENDES, 2010), portanto é um alimento
indispensavel, em especial aos animais recém-nascidos. Com a evolugédo da lactagdo, essa
secrecdo é gradativamente substituida pela secrecdo de leite, em um periodo de transicgéo,
produzindo assim o chamado leite de transi¢cdo que, assim como o colostro, ndo tem valor
comercial (AZEVEDO et al., 2013).
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Na Tabela 1, mostra-se a composi¢do média do colostro, do leite de transi¢do e do
leite integral de vaca, segundo Wattiaux (1997).

Tabela 1 — Composicdo do leite e colostro

Componentes NuUmero de ordenhas
1 2 3 4 5 11
Colostro Leite de transicéo Leite integral

Sélidos totais, % 23,90 1790 14,10 13,90 13,60 12,50
Gordura, % 6,70 5,40 3,90 3,70 3,50 3,20
Proteina*, % 14,00 8,40 5,10 420 4,10 3,20
Anticorpos, % 6,00 4,20 2,40 0,20 0,10 0,09
Lactose, % 2,70 3,90 4,40 460 4,70 4,90
Minerais, % 1,11 0,95 0,870 0,82 0,81 0,74
Vitamina A, ug/dL 295,00 - 113,00 - 74,00 34,00

*Inclui percentagem de anticorpos indicados na préxima linha.
Fonte: (WATTIAUX,1997)

Diversas pesquisas vém buscando formas de aproveitar o colostro e o leite de
transicdo excedentes para a alimentacdo das bezerras até 0 momento do desmame. Saalfeld
(2008) desenvolveu uma forma de conservar o colostro através de fermentagdo anaerdbica,
técnica conhecida como silagem de colostro. Em seus trabalhos concluiu que a silagem de
colostro ndo necessita de refrigeracdo, congelamento ou aditivos, o que contribui para o seu
baixo custo de elaborac¢éo.

Ademais, sabe-se que o0 processo de fermentacédo inativa bactérias patogénicas. Wray
e Callow (1974 apud AZEVEDO; DUARTE, 2014) afirmaram que o uso de colostro
fermentado como substituto do leite n&o favorece a ocorréncia de salmonelose ou colibacilose
nos bezerros, pois, normalmente, produtos acondicionados e fermentados de forma adequada
ndo permitem a sobrevivéncia de agentes da familia Enterobacteriaceae em concentracfes
suficientes para promover alteracdes intestinais nos bezerros.

Saalfeld (2008) concluiu ainda que os animais alimentados com silagem de colostro
obtiveram ganho de peso superior ao observado em animais alimentados com leite,
constituindo-se assim, num alimento vidvel para a utilizagdo como sucedaneo do leite.

Deste modo, o0 presente estudo teve como objetivo avaliar as caracteristicas fisico-

quimicas e microbiolédgicas da silagem de colostro bovino e comparar os resultados do
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colostro in natura (dia 0) e apds 21, 30, 60, 90, 120, 180 e 360 dias de fermentacao, buscando
verificar a manutencdo da qualidade do colostro e sua viabilidade como fonte alimenticia para

bezerras como um bom substituto do leite comercial.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Fazenda Escola “Capdo da Onga”, localizada em
Ponta Grossa/PR (latitude 25°05'49"S, longitude 50°03'11"W, sendo o ponto mais alto a
1.027 m de altitude, com precipitacdo media anual de 1545 mm e temperatura média anual de
18,7 °C) no periodo de abril de 2014 a novembro de 2015. Foram utilizados os colostros de
10 vacas da raca Holandesa obtidos entre 0 3° e o 5° dia pos-parto, filtrados em peneira e
armazenados em garrafas plasticas PET de 500 mL, previamente higienizadas com agua
quente e detergente neutro e secadas naturalmente.

O liquido preencheu completamente o volume da garrafa, para ndo ocorrer o
acumulo de ar e consequentemente proporcionar um ambiente anaerdbico. As garrafas foram
identificadas (nome e nimero de identificacdo do animal, dia da colheita apds o parto e data
da colheita) e armazenadas em local sem a incidéncia da luz solar, a temperatura ambiente.

A amostra de colostro in natura foi mantida sob refrigeracdo até o momento da
andlise. O colostro foi analisado antes do processo de fermentacdo (dia zero — DO) e nos dias
21 (D21), 30 (D30), 60 (D60), 90 (D90), 120 (D120), 180 (D180) e 360 (D360) apbs o
envase, totalizando 10 repeticGes em oito momentos diferentes.

As andlises fisico-quimicas e microbiolégicas foram procedidas no Laboratério de
Microbiologia, Biologia Celular e Parasitologia Animal do Departamento de Zootecnia em
Castro/PR. O processamento e a metodologia empregados estdo descritos a seguir.

2.1 Analises fisico-quimicas

Os parametros fisico-quimicos quantificados foram: pH, densidade e % de sélidos
totais (%ST).

Para a realizacdo das analises fisico-quimicas, 500 mL de colostro in natura ou da
silagem de colostro foram colocados em béquer de 1000 mL e homogeneizados. Depois 250
mL da amostra foram colocados em proveta para a mensuragdo da temperatura e da densidade
(°Quevenne) por meio de termolactodensimetro (Incoterm®). A densidade mensurada em
°Quevenne foi transformada para a unidade g/mL através da formula (1) descrita por Lépez
(2007).
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(1) °Quevenne = (densidade -1) x 1000

Em seguida, 100 mL da amostra foram depositados em béquer para a total imersdo
da fita indicadora de pH (J. Prolab®).

Ja a %Bx (%brix) foi aferida com o auxilio de um refratdmetro manual (Biobrix
Equipar® - escala 0 a 32%) onde duas gotas da amostra foram depositadas no equipamento
com auxilio de uma pipeta de Pasteur descartavel e a partir da equagdo (2) proposta por
Moore et al. (2009) a %ST foi determinada.

Vale ressaltar que todos os equipamentos (Figura 1) apds a leitura de cada amostra,
foram higienizados com agua destilada e detergente neutro (no caso do termolactodensimetro)

para a retirada de qualquer residuo e assim n&o afetar os resultados das anélises subsequentes.
(2) %ST = %Bx + 2

Onde,
%ST = porcentagem de sélidos totais
%Bx = porcentagem de brix

Figura 1 — Equipamentos utilizados para realizagdo das analises fisico-quimicas. A) refratdbmetro manual; B)
fitas indicadoras de pH e C) termolactodensimetro
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2.2 Andlises microbioldgicas

Para a avaliacdo do perfil de crescimento microbiano foram utilizados quatro meios
de cultura comerciais distintos: &gar MRS (Man, Rogosa e Sharpe), agar MacConkey, agar
Sabouraud e agar sangue.

A interpretacdo e determinagdo das colonias “padrdo” que se desenvolveram nos
meios de cultura: sangue, Sabouraud e MacConkey foram realizadas com base no descrito por
Brasil (2013) e para 0 meio MRS segundo Man; Rogosa e Sharpe (1960) apud Costa et al.
(2011).

2.2.1 Preparacédo dos meios de cultura

O inicio das avaliacbes microbiologicas se dava com a preparacdo dos meios de
cultura; estes foram pesados em balanca de precisdo e depositados em baldes volumétricos ou
erlenmeyers para serem hidratados conforme recomendacfes dos fabricantes (agar
MacConkey: 50 g de agar/ 1000 mL de agua destilada; agar MRS: 67,15 g de agar/ 1000 mL
de agua destilada e &gar Sabouraud: 65 g de &gar/ 1000 mL de agua destilada).
Posteriormente, o recipiente foi vedado e o meio fundido sobre tela de amianto em tripé, no
bico de Bunsen. Ap6s 0 meio estar totalmente diluido, este foi levado para esterilizacdo em
autoclave, por 15 minutos a 121°C. Apls a esterilizacdo, em camara de fluxo,
aproximadamente 20 mL de meio de cultura eram transferidos para placas de Petri
previamente esterilizadas.

Para averiguar a qualidade da esterilizacdo de todas as placas de Petri com 0 meio de
cultura confeccionado, estas foram incubadas em estufa tipo (BOD) a 32 + 1°C por 24 horas.
As placas que ndo apresentavam alteracdo de cor e nem crescimento de qualquer colénia
(Figura 3) foram revestidas com filme plastico transparente (para evitar ressecamento do
meio) e armazenadas na geladeira para serem usadas posteriormente.

A preparacao do meio de cultura agar sangue diferiu um pouco dos demais meios, ja
que foi necessaria a adicdo de sangue de ovinos ou bovinos. O processo iniciou com a
preparacdo de erlenmeyers de 100 mL estéreis vedados com uma adaptacdo para facilitar o
processo de deposicdo de sangue no mesmo de maneira mais rapida e estéril possivel (Figura
2). Em todos os erlenmeyers foram colocadas esferas de vidro pequenas, de modo a cobrir o
fundo do frasco, para que sob agitacdo manual em movimento circular, constante e uniforme

(por mais ou menos 10 minutos) o sangue colhido fosse desfibrinado.
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Figura 2 — Erlenmeyers preparados com vedacdo adaptada ja com o sangue colhido desfibrinado

A desfibrinacdo foi comprovada quando visivelmente observou-se grandes grumos
formados pelas fibrinas e o liquido restante foi o sangue desfibrinado (constituido por soro e
glébulos). Na camara de fluxo, o sangue desfibrinado era transferido para tubos Falcon de 15
mL para facilitar a preparacdo do meio.

Na sequéncia de preparacdo, o agar base (Blood Agar Base — Infusion Agar) era
pesado em balanca de precisdo e depositado em baldes volumétricos ou erlenmeyers para ser
hidratado (40 g de agar/ 1000 mL de agua destilada). Entdo, o recipiente era vedado e 0 meio
fundido sobre tela de amianto em tripé, no bico de Bunsen e ap0s 0 meio estar totalmente
diluido este era levado para esterilizacdo em autoclave (15 minutos a 121°C). Apoés a
esterilizacdo, uma particularidade da preparacdo do meio agar sangue, era que este era
resfriado sobre agua corrente até temperatura de 45°C aproximadamente e imediatamente
apos isto, ja na camara de fluxo, eram misturados 5 mL do sangue desfibrinado para cada 100
mL do meio resfriado sob agitacdo constante e de modo delicado, a fim de se evitar a
formacéo de bolhas.

Imediatamente apds a adi¢do do sangue e da sua completa mistura no meio &gar base,
este era transferido para placas de Petri e também se empregava o controle de qualidade em
estufa tipo (BOD) a 32 + 1°C, porém neste caso por um periodo de 48 horas, pois desde a
colheita do sangue até a preparacdo do meio havia inimeros pontos de contaminacéo, além de

se tratar de um meio extremamente nutritivo. As placas que conservassem as caracteristicas
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originais do meio e sem crescimento de qualquer colbnia (Figura 3) eram revestidas com

filme pléstico transparente e armazenadas na geladeira para serem usadas posteriormente.

Figura 3 — Placas de Petri prontas para uso apds controle de contaminagdo dos meios de cultura (da esquerda
para direita) Sabouraud, MRS, MacConkey e sangue

2.2.2 Procedimento de inoculagéo, incubacédo e contagem de col6nias

O processo de andlise do crescimento microbiano teve inicio na cdmara de fluxo com
a realizacdo da deposicdo da amostra do colostro in natura ou da silagem de colostro em
béquer para homogeneizacdo, antes das andlises fisico-quimicas serem realizadas de modo a
evitar contaminacGes. Em seguida, colhia-se trés aliquotas de 1000 pL que eram misturadas a
150 L de glicerol e depositadas em trés eppendorfs previamente identificados para assim
serem congeladas.

Posteriormente eram feitas as dilui¢es seriadas onde em um eppendorf 100 pL da
aliquota era adicionada a 900 pL de agua salina estéril obtendo-se assim a dilui¢do 10, Em
seguida, 100 pL da solucdo diluida a 10 foi adicionada a 900 uL de &gua salina estéril
resultando assim na diluicdo 1072 e assim sucessivamente até a diluicdo 107, ou seja, para
cada amostra eram necessarias a utilizacdo de cinco placas de cada meio de cultura.

Logo apds a diluicdo seriada era feita a inoculagcdo da amostra nas placas de Petri, em
camara de fluxo. Neste processo, 100 pL de cada diluicdo eram inoculados em cada placa,
sempre com troca de ponteiras (Figura 4). Com a alca de Drigalski, espalhava-se a amostra

uniformemente sobre os agares.
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Figura 4 — Desenho esquematico referente ao processo de inoculagdo de amostra para avaliagdo de crescimento
microbiano
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Posteriormente ao processo de inoculagdo ocorria a incubagéo em estufa tipo (BOD)
a 32 £ 1°C por 24 a 48 horas. Havia uma particularidade para o meio MRS, sendo que as
placas inoculadas eram colocadas juntamente com uma vela acesa em recipiente vedado (para
criar um ambiente de anaerobiose) e somente depois da vela apagar naturalmente devido o
consumo total do oxigénio do recipiente este era levado para a estufa.

No fim do processo, eram feitas as contagens das coldnias das placas para cada meio
de cultura, onde se quantificava o nimero de colbnias da ultima placa que apresentasse
crescimento maior que trés colonias e assim se determinava a UFC (Unidades Formadoras de
Colonia).

2.2.3 Caracterizacdo das col6nias segundo o meio de cultura

O meio MRS ¢ indicado para promover o crescimento de Lactobacillus spp. J& que
0s reagentes que compdem o0 meio MRS sdo: extrato de carne, extrato de levedura e peptona
que sdo fontes de carbono, nitrogénio e vitaminas e a dextrose o carboidrato a ser fermentado.
Além disso, se tem o Tween 80 que é um agente surfactante que facilita a captura dos
nutrientes pelos Lactobacillus spp. Trata-se de um meio seletivo ja que o acetato de sddio e
citrato de amonio presentes na composicdo sdo agentes inibidores e seletivos para
Lactobacillus spp., cujas colbnias se apresentam de tamanho pequeno a grandes e de cor
branca (MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960 apud COSTA et al. 2011).

Segundo Brasil (2013), o agar MacConkey é um meio com cor original rosa
avermelhada que tem como utilidade isolar bacilos Gram-negativos principalmente
enterobactérias (Salmonellas, Shigellas e bactérias coliformes) e também verificar a

fermentagdo ou ndo da lactose. As colbnias que se apresentarem rosadas e opacas Sao
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fermentadoras de lactose (possibilidades: E.coli, Klebsiella spp, Grupo Enterobacter spp) e as
colbnias transparentes a incolores sdao ndo fermentadoras de lactose (possibilidades:
Salmonella spp, Shigella spp, Proteus spp e Edwardsiella). Ndo ha crescimento de cocos
Gram-positivos, ja que o cristal violeta presente no meio inibe o crescimento destes micro-
organismos especialmente enterococos e estafilococos.

O mesmo autor descreve que o &gar Sabouraud é um meio com nutrientes que
favorece o crescimento de uma grande gama de fungos leveduriformes e filamentosos, deste
modo sua utilidade é para cultivo de micro-organismos do género Candida spp e fungos
filamentosos (caracterizagdo macroscopica do fungo filamentoso: coldnia gigante), sendo
necessario também proceder a identificagdo dos micro-organismos que cresceram, pois ndo é
um meio altamente especifico.

Ja o &gar sangue é uma base rica, que oferece 6timas condicdes de crescimento para
a maioria dos micro-organismos. A conservacgdo dos eritrdcitos integros favorece a formacao
de halos de hemolise nitidos, Uteis para a diferenciacéo e cultivo primario para o isolamento
de Streptococcus spp. e Staphylococcus spp., sendo possiveis trés interpretacdes:

a)  Beta hemolise: presenca de halo transparente ao redor das col6nias semeadas
(lise total dos eritrécitos);

b)  Alfa hemolise: presenca de halo esverdeado ao redor das coldnias semeadas
(lise parcial dos eritrocitos);

c) Gama hemdlise (sem hemolise): auséncia de halo ao redor das coldnias
(eritrocitos permanecem integros).

Tendo em vista o relato anterior, se tomou como base para a identificacdo das
coldnias: as caracteristicas macroscopicas e a relacdo do crescimento com o meio de cultura.

a) Agar Sangue: coldnias circulares, tamanhos variados, com elevacio convexa e

margem lisa, sem a presenca de hemolise e na coloracdo branca ou transparente e
em alguns casos amarelas;

b) Agar Sabouraud: coldnias de tamanhos variados, circulares, com a margem lisa,

brancas e de elevacgdo convexa.

¢) Agar MacConkey: ndo foi observado um padrdo de crescimento em nenhum

tempo de fermentacdo. O crescimento mais expressivo ocorreu no colostro in
natura e foi desde colonias fermentadoras a ndo fermentadoras de lactose.

d) Agar MRS: colénias circulares, com a margem lisa, de elevacdo convexa,

brancas e de tamanhos variados.
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2.3 Analise estatistica

Para avaliar o efeito do tempo de fermentacdo em todas as varidveis estudadas,
utilizou-se o programa estatistico Minitab®. As médias foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA). Para as variaveis que apresentaram resposta significativa, as médias

foram comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para a anélise de pH, assim como o esperado, mostraram que
todos os tempos de fermentacdo da silagem de colostro diferiram de forma significativa
(P<0,05) do colostro fresco. As médias obtidas oscilaram de 6,10 para o colostro fresco ao
valor minimo de 4,35 medido no colostro com 60 dias de fermentacdo como demonstrado na
Figura 5.

A fermentacdo pode resultar em uma perda nutritiva do colostro, ja que o0 processo
implica em consumo da lactose pelas bactérias acido-lacticas e ainda por consequéncia ha
também o aumento da acidez o que pode ser um fator limitante no consumo da silagem de
colostro pelas bezerras.

No entanto, segundo Ferreira (2011), estes valores baixos de pH refletem uma
fermentacdo adequada, em funcdo da transformacdo da lactose em &cido latico, que leva a
queda do pH e, consequentemente, permite boa conservacdo do material, com reducdo do
crescimento de micro-organismos indesejaveis, ja que a maioria das enterobactérias sdo
sensiveis a ambientes com baixo pH.

Os resultados obtidos foram semelhantes aos encontrados em trabalho executado por
Saalfeld et al. (2013), que encontraram uma faixa de pH entre 6,5 a 4,0 e concluiram que o
colostro fermentado anaerobicamente pode ser uma boa alternativa para a alimentacdo de
bezerras em substituicdo ao leite integral, com relacdo aos parametros fisico quimicos da
silagem de colostro.

Kruger et al. (2008) avaliaram o tempo de fermentacdo da silagem de colostro e
observaram uma relacdo direta entre temperatura, luminosidade e tempo de fermentacédo.
Quanto maior o calor e incidéncia de luminosidade menor é o tempo necessario para cessar a
fermentacao, ou seja, mais rapido ocorre o consumo da lactose pelas bactérias acido-lacticas e
liberacdo de &cido latico e assim a queda do pH no inicio € intensa e posteriormente ocorre

uma estabilizacdo (Figura 5).
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Figura 5 — Variacdo do pH da silagem de colostro bovino em funcéo do tempo de fermentacdo

6,50

6,00
5,50
5,00
4,50 — e e ® ® ® °

4,00
T 3,50
S 3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00
DO D21 D30 D60 D9 DI120 D180 D360

Tempo de fermentacéo (dias)

Ferreira (2011) que avaliou a dindmica fermentativa do colostro bovino fermentado
sob condigdes anaerObias e armazenado em diferentes temperaturas ambientais, também
observou esta relacdo. O autor concluiu que, embora o pH inicial fosse semelhante, as
amostras armazenadas sob temperaturas mais elevadas apresentaram um declinio mais rapido
no pH, demonstrando que a temperatura ambiental e, por consequéncia, a temperatura da
silagem tem influéncia direta sobre o processo de fermentacao.

Com relacdo a densidade, sabe-se que o colostro apresenta normalmente valores bem
superiores ao do leite, sendo que a densidade relativa do leite varia de 1,028 a 1,034 g/mL
(BRASIL, 2011). Pesquisas mostram que o valor de densidade do colostro logo apds o parto
pode ser até mais que o dobro do leite aceito pela industria, sendo que estes valores véo
decaindo em funcdo do tempo pds-parto. Salles (2011) afirmou que o colostro possui
composicdo diferente do leite, o que afeta com certeza a densidade, sendo que o colostro
possui menor quantidade de lactose (2,7 vs 5,0%), maior porcentagem de gordura (6,7 vs
3,7%), maior porcentagem de minerais e vitaminas e maior porcentagem de proteinas (14 vs
3,1%) e dentre as proteinas chama-se a atencao para as imunoglobulinas ou anticorpos (48 vs
0,6 mg/mL).

Tendo em vista esta composicdo esperava-se que a densidade do colostro in natura
(DO) fosse maior e diferisse da densidade do colostro fermentado. No entanto, os resultados
obtidos mostraram que, para esta variavel, o colostro do dia O diferiu de forma significativa

dos demais, com excecdo do colostro fermentado por 21, 30 e 60 dias e também,
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diferentemente do que se esperava o valor de densidade relativa para o colostro in natura
(1,032 g/mL) foi semelhante ao do leite.

Este fato pode ser explicado devido nédo ter sido utilizado o colostro da primeira
ordenha pds-parto, mas sim o leite de transicao colhido entre a 3% e 5% ordenha pds-parto; isto
porque como se sabe, atribui-se uma densidade superior ao colostro devido a concentracgdo de
proteinas (imunoglobulinas) que é bem superior que no leite, porém esta quantidade de
imunoglobulinas diminui no leite conforme a vaca vai sendo ordenhada; quanto maior o
periodo pos-parto a tendéncia € de se ter um teor de imunoglobulinas menor (SALLES, 2011,
WATTIAUX, 1997).

No presente trabalho, a maior média de densidade foi mensurada no DO observando-
se queda gradual conforme o periodo de fermentacdo, sendo o menor valor numérico obtido
aos 360 dias de fermentacdo, porém ndo diferiu estatisticamente dos dias 30, 60, 90, 120 e
180 (Tabela 2).

Esperava-se que a porcentagem de solidos totais (minerais, lactose, gordura e
proteinas) também se apresentasse menor conforme o tempo de fermentacdo e assim, por
consequéncia, a densidade da silagem também reduzisse, porém, a silagem com 360 dias de
fermentacdo apresentou a segunda maior média para %ST, sendo inferior apenas a obtida no
colostro in natura (dia 0). Pode-se observar que ocorreu um decréscimo da %ST até os 60
dias de fermentacdo e ap0s este periodo as médias voltaram a subir até o final do periodo de

fermentacao.

Tabela 2 — Valores médios das varidveis densidade e sélidos totais do colostro bovino in natura e da silagem de
colostro com diferentes dias de fermentacédo

Dias de Fermentacéo
Variaveis

0 21 30 60 90 120 180 360

D?”/Sidf)de 1,032 1,029° 1,025%c 1,025%° 1,024 1,022* 1,021° 1,020°
ag/m

Sél_idos 13,56%  8,20% 7,39¢ 7,70% 940  950°  1052° 11,28°
Totais (%)

*Letras minusculas divergentes nas linhas indicam diferenca significativa, estimada pela andlise de variancia
(ANOVA). Para as variaveis que apresentaram resposta significativa (P<0,05), as médias foram comparadas pelo
teste Tukey a 5% de significancia.
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Esses resultados divergem das observacdes feitas por Moore et al. (2009) em que
quanto menor o pH, menor a %ST obtida. Essa correlacdo também foi notada por Foley e
Otterby (1978) que descreveram que conforme o pH do colostro diminuiu (2 medida que a
acidez aumentou) ocorreu decrescimo dos solidos totais (proteina, gordura e teor de lactose).

Uma possivel explicacdo para essa discrepancia quanto a %ST é a forma de
mensuracao desta varidvel, que no presente trabalho foi realizada através de refratbmetro
manual. Segundo Fox e McSweeney (1998 apud MOORE et al., 2009) independentemente do
refratdmetro utilizado, o indice de refracdo de leite € considerado dificil de estimar devido a
presenca de globulos de gordura e micelas de caseina. Moore et al. (2009) afirmaram que se
uma camada fina de leite é usada e se o prisma do refratbmetro estiver isento de qualquer
residuo de leite restante entre as amostras, a analise pode ser relativamente precisa.

Além disso, ha possibilidade de interferéncia do desenvolvimento dos micro-
organismos no teor de sélidos, ja que apds o periodo de crescimento exponencial e fase
estaciondria ocorre a morte gradual dos micro-organismos o que poderia estar contribuindo no
acréscimo de solidos conforme maior o tempo de armazenamento.

Sabe-se que o leite integral apresenta em media 12,5% de sélidos, portanto, uma
alternativa para as silagens que apresentarem um baixo teor de ST é ter sua utilizacdo talvez
como um complemento na dieta das bezerras e ndo como um substituto total do leite.

Pode-se observar que o tempo de fermentacdo afetou de forma intensa as
caracteristicas fisico-quimicas do colostro. Desta maneira a realizacdo de andlises
bromatoldgicas seria interessante para estudar de forma mais detalhada a %ST e assim
compreender qual o motivo ou qual componente dos solidos do leite estd se elevando
conforme o tempo de fermentacédo € prolongado.

As principais col6nias microbianas isoladas segundo o meio de cultura utilizado,
cujos aspectos morfologicos se repetiram durante todo o experimento, estdo representadas na

Figura 6.
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Figura 6 — Padréo de crescimento microbioldgico observado no colostro in natura e colostro fermentado para os
diferentes meios de cultura utilizados. A) agar sangue; B) agar Sabouraud; C) agar MacConkey e D)
agar MRS

No meio de cultura dgar sangue observou-se o crescimento de col6nias circulares, de
borda lisa, elevacdo convexa, pequenas, sem a formacdo de hemdlise e com coloracdo
variando do branco ao amarelo, sugerindo assim a possibilidade do crescimento de micro-
organismos do género Staphylococcus spp. Ja no meio de cultura Sabouraud notou-se o
crescimento de coldnias brancas, de borda lisa, com tamanhos variados podendo se tratar
entdo de colbnias de leveduras. No agar MacConkey ndo foi observado um padrdo de
crescimento microbiolégico demostrando, portanto, o crescimento de micro-organismos de
indmeros géneros. Por ser um meio seletivo e devido também ao padrdo de crescimento e
caracteristicas das col6nias, no meio MRS observou-se o desenvolvimento apenas de
bactérias do género Lactobacillus spp.

Quanto ao nivel de desenvolvimento dos micro-organismos segundo o tempo, foi
observada apenas diferenca (P<0,05) no meio d4gar MacConkey. Para os demais meios 0
crescimento de UFC do colostro in natura ndo diferiu significativamente para qualquer tempo

de fermentacéo (Tabela 3).
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Tabela 3 — Média de UFC/mL obtidas para os meios de cultura comerciais: agar Sangue, Sabouraud,
MacConkey e MRS do colostro bovino in natura e fermentado por diferentes periodos

Unidades Formadoras de Coldnia/mL

Dias de - - - -

Fermentac&o Agar Agar Agar Agar

Sangue Sabouraud MacConkey MRS
DO 809000 a 18900a 1360 a 712000 a
D21 977000a 1090000 a 0b 911000 a
D30 134000 a 1140000 a 7,00b 206000 a
D60 902000 a 1080000 a 0b 2250000 a
D90 1,15a 191a 0b 620000 a
D120 900000 4a 4000000 a 80b 4330a
D180 Oa 40a 0b 9180a
D360 108a 4000000 a Ob 130000 a

*Letras minasculas divergentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (P<0,05)

Ferreira (2011) observou em seu trabalho que o desenvolvimento de bactérias acido-
lacticas, enterobactérias e leveduras foi influenciado pelo tempo de armazenamento, gerando
impacto direto no processo fermentativo.

Em avaliagdo das caracteristicas microbiolégicas do colostro fermentado Saalfeld et
al. (2013) observaram tanto para a silagem de colostro quanto para o colostro fresco a
presenca das bactérias Lactobacillus spp., Staphylococcus spp., Escherichia spp., Klebsiella
spp., Bacillus spp. e leveduras do género Candida spp. Este padrdo de crescimento foi
observado no colostro e silagem para até 14 dias de fermentacdo, ja a partir de 21 dias de
fermentag&o foram isoladas somente bactérias do género Lactobacillus spp.

Borchardt et al. (2012) também obtiveram resultados semelhantes, sendo que a partir
de amostras retiradas da silagem de colostro apés 21 dias de fermentacdo e plaqueadas em
meio MacConkey, Chapmann, e BDA ndo foram identificadas UFC, entretanto houve
crescimento bacteriano nas amostras plaqueadas em meio MRS. As colbnias foram
identificadas como pertencentes ao género Lactobacillus, através de coloracdo por técnica de
Gram, microscopia e testes bioquimicos.

Deste modo pode-se afirmar que a fermentacdo do colostro ocorreu de maneira
adequada até os 360 dias de armazenamento, com presencga de micro-organismos do género
Lactobacillus spp., Staphylococcus spp., além de leveduras e com a eliminacdo de micro-

organismos patogénicos como por exemplo, enterobactérias. A manutengdo do crescimento de
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micro-organismos do género Lactobacillus spp. é de extrema importancia para um processo
fermentativo eficiente e para se ter a garantia da conservagdo da silagem de colostro. Por
consequéncia da acdo destes micro-organismos ha um aumento de acidez o que favorece a
eliminacdo de bactérias patogénicas dentre elas as causadoras de diarreias e outras doencas
em bezerros.

O armazenamento do colostro bovino através de fermentacdo ou tratamento quimico
resulta em alteracBes nas caracteristicas fisicas, inevitdveis perdas de nutrientes e,
ocasionalmente, problema de aceitabilidade pelas bezerras, mas é um método conveniente e
econémico (FOLEY; OTTERBY, 1978).

4. CONCLUSAO

Conclui-se, com a presente pesquisa, que a fermentacéo do colostro resulta em queda
do pH, sendo eficaz em inibir o crescimento de bactérias patogénicas e favorecer a
sobrevivéncia de Lactobacillus spp. A %ST até os 360 dias de fermentagdo permanece dentro
do intervalo de valores indicado na literatura. No entanto, considera-se necessario realizar
analises bromatoldgicas para se identificar qual solido esta prevalecendo, principalmente apds
0s 120 dias de fermentacéo.

Pesquisas estdo sendo realizadas comparando o fornecimento da silagem de colostro
e do leite comercial para bezerras leiteiras. Assim, tem-se condi¢cdes de avaliar in vivo, 0
emprego da silagem de colostro como fonte nutricional, nas mesmas condicGes de preparo e

estocagem que as amostras avaliadas no presente estudo.
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