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Resumo

KRAUS, Rosana Basso. Silagem de colostro bovino: aspectos fisico-quimicos e
microbiolégicos em diferentes tempos fermentativos. 2021. 87f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias - area Bioquimica e Bioprospecc¢ao) — Programa de Pos-
Graduacao em Bioquimica e Bioprospecc¢éo, Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

O colostro bovino apresenta em sua composi¢cdo proteinas, lipidios, lactose,
imunoglobulinas, fator de crescimento semelhante a insulina I, fator de crescimento
transformante beta-2, hormonio do crescimento, leucdcitos, entre outros, sendo esses
essenciais aos animais recém-nascidos, principalmente nas primeiras horas de vida.
Entretanto, durante a lactacdo o colostro tem sua composi¢ao reduzida e o volume
produzido pelos animais € superior ao consumido pelos bezerros. A silagem de
colostro bovino é uma alternativa para conservar através da fermentacdo anaerdbia e
possui composicao fisico-quimica superior ao colostro e ao leite cru, permitindo o
armazenamento por até dois anos. Entretanto ha poucos estudos sobre a silagem de
colostro bovino, proporcionando uma lacuna com relagéo a cinética de transformacéao
da composicdo e microbiota ao longo do tempo de fermentacdo. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas da
silagem de colostro bovino em diferentes intervalos de fermentagdo. As amostras de
colostro bovino (n=21) foram colocadas em garrafas plasticas de 500 mL,
armazenadas e fermentadas por 61 a 437 dias. Os parametros fisico-quimicos
avaliados na silagem foram acidez, proteina, sélidos totais e cinzas, utilizando os
métodos do Instituto Adolfo Lutz (2008). A caracterizacdo microbiolégica seguiu a
metodologia de Saalfeld et al. (2013) com adaptacdes, e a identificacdo dos micro-
organismos isolados foi realizada por meio da coloracdo de Gram e provas
bioquimicas. A acidez, proteina e solidos totais ao logo dos intervalos de fermentacao
(grupo 1: 61 a 154, grupo 2: 200 a 273 e grupo 3: 280 a 437 dias) ndo foram
significativas. A concentracdo de cinzas teve reducao significativa (P<0,05) nos
grupos 1 e 3. Houve correlacdo positiva entre sdlidos totais, concentracdo de
proteinas e cinzas com os intervalos de fermentacdo. Os micro-organismos
encontrados na silagem foram: Lactobacillus spp. (95,2%), Staphylococcus spp.
(42,9%), Corynebacterium spp. (19,0%), Enterococcus spp. e Bacillus spp. (14,3%),
Lactococcus spp. e nao identificado (9,5%), Leuconostoc spp., Streptococcus spp.,
Actinomadura spp. e Escherichia spp. (4,8%). A composi¢ao da silagem de colostro
foi superior ao colostro e ao leite conforme relatado em estudos disponiveis na
literatura. Entretanto, a presenca de micro-organismos patogénicos como
Streptococcus spp., Staphylococcus spp. e Bacillus spp. na silagem é preocupante,
levando em consideracdo a saude dos animais que podem receber este alimento,
sendo necessario buscar meios de controlar a contaminacdo do colostro e
consequentemente da silagem.

Palavras-chave: bactérias acido laticas; colostro; micro-organismos patogénicos;
qualidade do leite.



Abstract

KRAUS, Rosana Basso Kraus. Bovine colostrum silage: physical-chemical and
microbiological aspects in different fermentation times. 2021. 87f. Dissertation
(Master Degree in Sciences — area Biochemistry and Bioprospecting) — Programa de
P6s-Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccédo, Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Bovine colostrum contains proteins, lipids, lactose, immunoglobulins, insulin-like
growth factor I, transforming growth factor beta-2, growth hormone, leukocytes, among
others, these being essential to newborn animals, mainly in the first hours of life.
However, during lactation, colostrum has a reduced composition and the volume
produced by animals is higher than that consumed by calves. Bovine colostrum silage
is an alternative to preserve through anaerobic fermentation and has a
physicochemical composition superior to colostrum and raw milk, allowing storage for
up to two years. However, there are few studies on bovine colostrum silage, providing
a gap in relation to the transformation kinetics of the composition and microbiota over
the fermentation time. Thus, the objective of the present work was to evaluate the
physicochemical and microbiological characteristics of bovine colostrum silage at
different fermentation intervals. The samples of bovine colostrum (n=21) were placed
in 500 mL plastic bottles, stored and fermented for 61 to 437 days. The
physicochemical parameters evaluated in the silage were acidity, protein, total solids
and ash, using the methods of the Adolfo Lutz Institute (2008). The microbiological
characterization followed the methodology of Saalfeld et al. (2013) with adaptations,
and the identification of isolated microorganisms was performed by means of Gram
stain and biochemical tests. The acidity, protein and total solids during the fermentation
intervals (group 1: 61 to 154, group 2: 200 to 273 and group 3: 280 to 437 days) were
not significant. The ash concentration had a significant reduction (P <0.05) in groups
1 and 3. There was a positive correlation between total solids, protein concentration
and ash with fermentation intervals. The microorganisms found in the silage were:
Lactobacillus spp. (95.2%), Staphylococcus spp. (42.9%), Corynebacterium spp.
(19.0%), Enterococcus spp. and Bacillus spp. (14.3%), Lactococcus spp. and
unidentified (9.5%), Leuconostoc spp., Streptococcus spp., Actinomadura spp. and
Escherichia spp. (4.8%). The composition of colostrum silage was superior to
colostrum and milk as reported in studies available in the literature. However, the
presence of pathogenic microorganisms such as Streptococcus spp., Staphylococcus
spp. and Bacillus spp. in silage it is worrying, taking into account the health of the
animals that can receive this food, being necessary to look for ways to control the
colostrum contamination and consequently of the silage.

Key-words: lactic acid bacteria; colostrum; pathogenic microorganisms; milk quality.
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1 Introducéo

O colostro bovino (CB) é o primeiro fluido produzido ap6s o parto e é
considerado fonte de nutrientes contendo imunoglobulinas (Ig), lactoferrina,
lactoperoxidase, peptideos, fatores de crescimento, sendo estes essenciais aos
animais recém-nascidos, por contribuirem para a transferéncia de imunidade aos
bezerros (PLAYFORD; MACDONALD; JOHNSON, 2000).

Alguns fatores como a ra¢a dos animais, o hiumero de partos, a produtividade
das vacas e a alimentacdo dos animais influenciam na composicao, concentragéo de
Ig e na qualidade do CB (ZARCULA et al., 2010; MORRILL et al., 2012; SILVA-DEL-
RIO et al., 2017; ZAREI et al., 2017; WASOWSKA; PUPPEL, 2018). A composi¢&o
fisico-quimica do CB sofre alteracdes ao longo do tempo apds o parto, principalmente
a concentracao de solidos totais, lipidios, proteinas, lactose e vitaminas (GEORGIEV,
2005; MARNILA; KORHONEN, 2011).

Ainda que os bezerros consumam a quantidade adequada de CB, a producédo
deste é superior ao volume consumido e o excedente, muitas vezes € descartado,
devido a dificuldade de conservacado e armazenamento (FERREIRA et al., 2013a). Por
isso, tem-se buscado alternativas de técnicas conservacao do CB e, entre estas tem-
se a fermentacéo (SAALFELD et al., 2013).

A fermentacdo anaerdbia do CB ou silagem de colostro bovino (SCB) é uma
alternativa promissora para utilizacdo do excesso de CB produzido pelas vacas e
permite a conservacao por periodos acima de dois anos. O processo fermentativo,
com tempo minimo de fermentacdo de 21 dias, utiliza garrafas plasticas como
fermentador, ndo necessitando de refrigeracdo, congelamento ou uso de aditivos, e
resulta na eliminacdo de micro-organismos patogénicos, permanecendo somente
bactérias acido laticas (BAL) e outros organismos benéficos. Outra vantagem da SCB
esta relacionada a sua composic¢ao fisico-quimica, quando comparada ao CB e o leite
(SAALFELD et al., 2013).

Alguns estudos relatam que a SCB propicia maior ganho de peso diario aos
animais, quando comparado com o leite ou sucedaneos lacteos (FERREIRA et al.,
2013b; SAALFELD et al., 2013), aléem de proporcionar a transferéncia de Ig da mesma
forma que o CB in natura (SAALFELD et al., 2014). A ocorréncia de BAL na SCB em
diferentes tempos de fermentacao tem sido relatada em diversos estudos (FERRERIA
etal., 2013a; SAALFELD etal., 2013, AZEVEDO et al., 2014; SAALFELD et al., 2016).
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Além da aplicabilidade das BAL nos alimentos, também tém sido avaliadas na
descontaminacao de aflatoxinas (AFLA), que sdo compostos toxicos produzidos por
fungos do género Aspergillus spp. e encontradas em leite e derivados lacteos
(CREPPY, 2002; PRANDINI et al., 2009; SEVIM et al., 2019; WOCHNER et al., 2019;
GONCALVES et al., 2020).

Ha alta variabilidade na composi¢do fisico-quimica e presenca de micro-
organismos na SCB nos poucos estudos encontrados na literatura e isto pode estar
relacionado as condicdes de tempo e temperatura empregadas no processo
fermentativo (FERREIRA, 2011; FERREIRA et al., 2013a; SAALFELD et al., 2013;
AZEVEDO et al.,, 2014; GOMIDE, 2017). Dessa forma, o presente estudo busca
preencher esta lacuna verificando a composicao fisico-quimica e da microbiota ao

longo de diferentes intervalos de fermentacao do CB.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e
microbiologicas da silagem de colostro bovino em diferentes intervalos de

fermentacao.

2.2 Objetivos especificos

1) Caracterizar fisico-quimica e microbiologicamente a silagem de colostro
bovino em diferentes intervalos de fermentacéo;

2) Co-relacionar a composicao fisico-quimica e perfil da microbiota da
silagem de colostro bovino;

3) Relatar estudos relacionados a descontaminacdo de aflatoxinas por

bactérias acido laticas.



3 Reviséo bibliografica

3.1 Colostro bovino

3.1.1 Composicao fisico-quimica do colostro bovino x qualidade x

transferéncia de imunidade
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O CB tem a sua composic¢ao fisico-quimica afetada por diversos fatores, dentre

eles pode-se destacar a

raca dos animais e a quantidade de partos,

consequentemente a qualidade também é diretamente afetada pelas alteracdes na

composicao (PUPPEL et al., 2019). O Quadro 1 apresenta a composi¢ao nutricional

do CB e dados de raca dos animais e numero de partos.

Quadro 1 - Composicao fisico-quimica do colostro bovino e informac6es dos animais

Amostras | Lipidios | Proteina | Matéria | Lactose | Raca dos | Dia da | Autores
/ Namero seca animais ordenha
de partos
16 / NI 70,5gL |520gL |159,0 g|43,9gL | Holandés | 2 *Ontsou
1 1 kg? 1 e ka:
Simental Bruckm
aier;
Blum,
2003
10/3 4,6 alll,l a|18,7 a|l,7 a | Holandés | 1 *Georgi
4,8% 11,9% 19,3% 2,1% ev,
53 a|5,0 all51 a|35% 3 2005
5,9% 5,4% 15,3%
55/ NI 6,7% 14,9% - 2,5% Holandés | 1 Kehoe;
Jayarao
Heinrich
s, 2007
11/2,3e(9,0/83|223 /{419 [/|15/1,6|Romenas | NI Zarcula
4 / 6,0% 236 /(418 /|/1,6% e et al,
22,1% 35,7% Holandés 2010
18/2,3e|79/54 176 [/|356 [/|22/23|Holandés | NI
4 /5,2% 16,7 /1298 [|/12,9%
13,4% 26,7%
581/1,2|6,6/4,2|124 /|- 3,0/ 2,8 |Holandés |1 *Morrill
e3 /5,1% 12,1/ /3,1% e Jersey et al,
13,1% 2012




Continuacao do Quadro 1.

Quadro 1 - Composicao fisico-quimica do colostro bovino e informac8es dos animais

21

Amostras | Lipidios | Proteina | Matéria | Lactose | Raca dos | Dia da | Autores
/ Numero seca animais ordenha
de partos
10/ NI 6,1% 16,7% 26,1% 2, 7% Jersey e |1 *Saalfel
Holandés d et al,
2012a
1239/ NI | 6,4% 14,0% - 2, 7% Holandés | 1 *Dunn
, Ayrshire et al,
e mestico 2017
66 / NI - 15,1 al|221 a|- Zebu e | NI *Santos
21,5% 27,3% Holandés et al,
2017
365/NI | 4,6% 18,5% - 2,0% Holandés | 1 Zarei et
al.,
2017
1/ NI 36,0 g|163,0 g|- 6,5 mg | NI 1 Preeti et
kgt kgt 1000 al.,
mL1 2018
40/ 2 A:45% | A:16,2% | - A:2,8% | Holandés | 1** Wasow
B:5,0% |B:14,3% B:2,5% ska;
A:45% | A:13,6% | - A:2,9% 1** Puppel,
B:4,1% | B:9,0% B:2,5% 2018
A29% |AS8,6% |- A:3,6% 2%
B:2,6% | B:6,0% B:3,9%
A25% |A6,4% |- A:3,9% 2%
B:2,1% | B:5,2% B:4,1%
A54% | A51% |- A:3,8% C il
B:2,9% | B:4,4% B:4,2%
A3,2% | A:45% |- A:4,1% 4F**
B:3,7% | B:4,5% B:4,0%
A2,6% |A:3,8% |- A:4,4% ki
B:3,7% | B:4,5% B:4,0%

-: andlise ndo realizada, *; os autores ndo diferiram o colostro de acordo com as ragas dos animais,
**:amostra coletada duas vezes ao dia, ***: amostra coletada uma vez ao dia, NI: dado nédo informado,
A: propriedade 1, B: propriedade 2.

Pode-se observar no Quadro 1, a influéncia da propriedade e das ragas dos

animais, destacando-se principalmente Holandés e Jersey. O CB da ra¢ca Holandesa

apresentou composigdo nutricional semelhante e o aumento do nimero de partos

ocasionou uma reducdo na concentracdo de lipidios, proteina e matéria seca, por

outro lado houve um aumento dos teores de lactose. Em alguns estudos foi analisado

o CB de animais de diferentes racas, como Jersey e Holandés, que tiveram

composicdo semelhante e redugdo dos niveis de lipidios, proteina e lactose do
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primeiro para o segundo parto, mas do segundo para o terceiro parto houve aumento
destes parametros.

Outros estudos tém demonstrado a influéncia de fatores como estacdo do ano,
clima do celeiro, alimentacao previamente ao parto, duracéo do periodo seco e escore
corporal na composicao fisico-quimica no CB (ZAREI et al., 2017; ZENTRICH et al.,
2019).

A ingestdo do CB pelos animais recém-nascidos € importante, pois € somente
através do colostro que os bezerros adquirem lg, células imunes e citocinas e
absorvem a imunidade passiva adequada, esta troca ndo ocorre antes do parto,
devido a estrutura sindesmocorial presente na placenta da vaca (BARRINGTON,;
PARISH, 2001; STELWAGEN et al.,, 2009). Outros derivados de CB ja foram
avaliados, entretanto estes compostos ndo tem a mesma eficiéncia de transferéncia
de imunidade (PRIESTLEY et al., 2013).

As Ig séo proteinas mono ou poliméricas constituidas por duas cadeias
polipeptidicas, ligadas por ligacdes dissulfeto, e sédo classificadas de acordo com as
propriedades fisico-quimicas, biolégicas e imunoldgicas (FARRELL et al., 2004). Em
bovinos encontra-se as Ig do tipo G (IgG), M (IgM) e A (IgA) e, cerca de 65 a 90% sao
lg do tipo G, que possui dois isotipos, G1 e G2 (JASTER, 2005). A absorcéo das Ig
pelos neonatos ocorre simultaneamente com outras macromoléculas, ndo sendo um
processo especifico, e a eficiéncia desta absorcdo diminui com o tempo (BESSER;
GAY, 1985).

Além da importancia do consumo do CB pelos animais recém-nascidos a
qualidade deve ser adequada. O CB é considerado de qualidade quando apresenta
contaminagcdo microbiana dentro dos limites estabelecidos (Tabela 2) e a
concentracdo de Ig adequada (50 mg mL%, IgG:i) (PRITCHETT et al., 1994;
MCGUIRK; COLLINS, 2004).

Tabela 1 - Concentracdo microbiana permitida no colostro bovino

Contagem (UFC/mL) Limite permitido (UFC/mL)
Bactérias totais <100.000

Coliformes fecais <10.000

Gram negativos (outros) <50.000

Streptococcus ndo agalactiae <50.000

Staphylococcus coagulase negativa <50.000

Outros <5.000

Fonte: McGuirk; Collins (2004).
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Alguns estudos tém avaliado a contaminagao microbiana e a concentracao de
Ig no CB, verificando a porcentagem de amostras que atendem as especificagcbes
exigidas e concluindo que o CB fornecidos aos bezerros é de baixa qualidade e com
contaminacao de micro-organismos elevada (JOHNSON et al., 2007; MORRILL et al.,
2012; PHIPPS et al., 2016; MELLADO et al., 2017). Isto é preocupante, visto que &
por meio da transferéncia das lg da vaca aos bezerros, que estes animais recebem a
capacidade imunoldgica inicial (HURLEY; THEIL, 2011).

3.1.2 Excedente do colostro bovino e estabilidade ao longo do tempo

O volume de CB produzido pelas vacas é superior ao consumido pelos bezerros
e devido a dificuldade de conservacédo e armazenamento, alguns produtores realizam
0 descarte do excedente (FERREIRA et al., 2013a). Diversos estudos avaliam a
composic¢ao nutricional do CB ao longo do tempo (GEORGIEV, 2005; SAALFELD et
al., 2012a; ZAREI et al., 2017; WASOWSKA; PUPPEL, 2018).

Saalfeld et al. (2012a) realizaram a composicao centesimal de dez amostras de
CB (raca Jersey e Holandesa) do momento do parto até 60 h. Os parametros avaliados
foram: pH (6,42 a 6,31), lactose (2,7 a 3,4%), cinzas (1,8 a 1,3%), proteina (16,7 a
6,9%), solidos totais (75,8 a 86,0%), lipidios (6,1 a 5,9%), matéria seca (26,1 a 14,1%)
e acidez (30,0 a 25,0 °D). Todas as variaveis analisadas demonstram diminuicdo ao
longo do tempo, exceto lactose e sélidos totais.

Zarei et al. (2017) determinaram o volume do CB, IgG, IgM, lipidios, proteina,
lactose, solidos totais, calcio e fésforo de 365 vacas Holandesas durante a primavera,
verao, outono e inverno. O volume do colostro foi 7,7; 7,1; 6,5; 6,8 L na primavera,
verao, outono e inverno, respectivamente. A IgG e IgM apresentaram as
concentragbes 23,3 e 6,1; 41,2 e 5,4; 23,8 e 3,0 € 50,8 e 8,4 mg mL* nas estacbes
da primavera, verao, outono e inverno, respectivamente, diferindo significativamente
entre elas. Os percentuais de lipidios e proteina na primavera, verao, outono e inverno
foram 4,2 e 18,1; 4,8 e 18,9; 4,6 e 18,7; 4,6 e 18,8%, respectivamente. Os niveis de
lactose e solidos totais foram 1,8 e 27,9; 1,8 e 27,2; 2,1 e 28,4; 2,0 e 27,0%,
respectivamente nas estacfes primavera, verdao, outono e inverno, sendo que no
outono houve diferenca estatistica nos teores de lactose quando comparado com as
outras estacdes. As concentragBes do sodio e fésforo nas estacdes de primavera,
verdo, outono e inverno foram 2443 e 1906; 3086 e 2200; 2629 e 1833; 2694 e 1731
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mg kg, respectivamente, essas concentracées foram superiores no verdo em relacéo
as outras estagbes. Os autores atribuem as menores concentracées da IgG na
primavera e no outono as condicdes de estresse, como clima e temperatura que 0s
animais estavam em periodo final de gestacdo, a IgM depende das células
imunoldgicas no Ubere e em virtude da complexidade da composi¢cdo nutricional do
CB, a variabilidade entre animais ndo foi encontrada uma justificativa para a variagcao
nesses parametros.

Wasowska e Puppel (2018) analisaram duas propriedades, sendo uma de alta
(8000 kg de leite por vaca por ano) e outra de baixa producéo (5500 kg de leite por
vaca por ano), totalizando 40 amostras e determinando caseina, lipidios, proteina,
lactose e densidade. Na propriedade de baixa producdo a caseina e a proteina
apresentaram uma queda nas concentracfes de 10,1 para 2,9% e 16,2 para 3,8%,
respectivamente. A lactose apresentou um aumento de 2,8 a 3,9% até a quarta coleta,
seguido de uma reducdo a 3,8%, com posterior aumento até 4,4%. Os lipidios e a
densidade tiveram uma queda nos percentuais até a quarta coleta (4,5 para 2,5%) e
quinto dia de coleta (1,06 para 1,03 g mL™?), finalizando em 2,6% e 1,03 g mL™,
respectivamente. Na propriedade de alta producédo a caseina, os lipidios e a proteina
obtiveram 0 mesmo comportamento da propriedade de baixa producdo, com teores
de 10,1 para 3,3; 5,0 para 3,6% e 14,2 para 4,4%, respectivamente. A lactose teve
aumento nas concentracfes até a quinta coleta (2,5 para 4,1%), finalizando em 4,0%
e a densidade diminuiu de 1,05 a 1,03 g mL. Os autores atribuem os resultados
encontrados as ordenhas subsequentes ou com o aumento da produtividade das
vacas (WASOWSKA; PUPPEL, 2018).

3.1.3 Métodos de conservagao do colostro bovino

Varios estudos tém sido realizados para conservar o CB: pasteurizacéo
(ARMENGOL,; FRAILE, 2016; CUMMINS et al., 2017), congelamento (EL-FATTAH et
al., 2014; KRYZER; GODDEN; SCHELL, 2015), liofilizacdo (EL-FATTAH et al., 2014),
processamento a alta pressdo (FOSTER et al., 2016), conservantes quimicos
(MULLER; SMALLCOMB, 1977), irradiacdo (NGUYEN et al., 2019; PEREIRA et al.,
2014), refrigeracao e spray drying (RAMYA; RAMASAMY; DHINESHKUMAR, 2016) e
fermentacdo (FERREIRA et al.,, 2013a; SAALFELD et al., 2013; AZEVEDO et al.,
2014; GOMIDE, 2017).
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3.1.3.1 Conservantes quimicos

Bush, McQueen e Nicholson (1980) avaliaram a conservacdo do CB por
Streptococcus lactis ML3, cultura de iogurte (S. thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus) e a formalina armazenados em plastico selado e garrafas plasticas. Foi
utilizado: 1% de formalina, 40 mL de S. lactis ML3, 40 mL cultura de iogurte e 1,5 mL
de formalina, 20 mL de S. lactis e 20 mL da cultura de iogurte, respectivamente. A
temperatura ambiente variou entre 20 a 24 °C. Os parametros determinados foram:
pH, acidez titulavel, &cidos orgénicos e lactose durante 24 dias. O pH teve
comportamento similar em ambas as embalagens de armazenamento, mas o pH foi
inferior nas garrafas com a cultura do iogurte e S. lactis, com pH final de 3,8 e 4,5,
respectivamente e a formalina reduziu o pH, finalizando em 5,6. Isso pode estar
relacionado com os recipientes onde o CB foi armazenado, pois pode ter ocorrido o
escape de vapor da formalina ndo mantendo concentracbes bacteriostaticas
eficientes. Foi possivel observar um aumento inicial na acidez nas amostras
fermentadas em ambos os experimentos, enquanto a formalina apresentou menor
acidez. O acido orgéanico que se destacou nos ensaios foi o butirato para a cultura do
iogurte (61,7 pmols mL?) e S. lactis (53,4 pmols mL™?). No plastico selado,
destacaram-se o0 acetato seguido do propionato, enquanto nas garrafas foram o
propionato e o acetato. Os acidos organicos séo resultados do metabolismo da
lactose, o uso do plastico selado e das garrafas plasticas com formalina teve reducdes
de 10 e 50% da concentracao de lactose.

Muller e Smallcomb (1977) avaliaram a conservacao do CB utilizando benzoato
de sddio, propionato de sodio, formato de sédio, acetato de sédio, acido benzdico,
sorbitol e lactona de acido gluconico. Benzoato de sddio e acido benzagico propiciaram
uma reducao mais lenta no pH, mantendo-o constante por 21 dias, quando comparado
com o controle e aos conservantes propionato de sédio, formato de sédio, acetato de
sédio, sorbitol e lactona de &cido glucénico. Além disso, o benzoato de sodio e o acido
benzoéico também resultaram em uma menor degradacdo de proteinas e, menor
contagem de fungos e leveduras, quando comparado com propionato de soédio,
formato de sddio, acetato de sédio, sorbitol e lactona de &cido glucénico. Todos os

compostos avaliados reduziram a contagem de coliformes em 14 dias.
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O uso de conservantes quimicos afeta a qualidade nutricional do CB,
diminuindo par@metros como proteina, e consequentemente apresenta menor periodo

de preservacao, quando comparado a um processo fermentativo.

3.1.3.2 Conservagdo por meétodos fisicos

El-Fattah et al. (2014) realizaram a pasteurizacdo do CB sob trés diferentes
formas de tempo e temperatura (63 °C por 30 min, 60 °C por 60 min ou 72 °C por 15
s) e aplicaram como forma de armazenamento o congelamento (-20 °C) ou a
liofilizacdo, determinando os seguintes parametros: viscosidade, concentragéo de IgG
e IgM, fator de crescimento semelhante a insulina e lactoferrina. O processo de
pasteurizacdo a 60 °C por 60 min ndo ocasionou efeito na IgG e na viscosidade do
CB, quando comparado com 0s outros tempos e temperaturas de pasteurizacdo. O
congelamento do CB pasteurizado (60 °C por 60 min) ndo afetou os niveis de IgG e
lactoferrina, mas causou uma diminuicdo de 32,9 e 13,4% na IgM e fator de
crescimento semelhante a insulina. Ao avaliar o congelamento ao longo do tempo,
verificaram a reducéo de 6,5% do fator de crescimento semelhante a insulina em trés
meses de armazenamento e também a diminuigcdo das IgG, IgM e lactoferrina em
14,6; 60,5 e 21,4%, respectivamente aos seis meses de armazenamento. A liofilizacao
do CB pasteurizado (60 °C por 60 min) ndo alterou as concentracdes de IgG, IgM, fator
de crescimento semelhante a insulina e lactoferrina, quando comparado com o
controle, entretanto o CB liofilizado armazenado a 7 °C teve os teores de IgG, IgM e
fator de crescimento semelhante a insulina reduzidos significativamente em 3 meses.
Os autores concluem que a melhor forma de armazenamento do CB é a pasteurizacao
(60 °C por 60 min) e congelamento podendo ser armazenado por trés meses sem
efeito nas concentragdes das IgG e IgM.

Balthazar et al. (2015) aplicaram como método de armazenamento O
congelamento e avaliaram técnicas de descongelamento como: banho-maria a 40, 50,
60 e 70 °C e microondas a 200 e 350 watts (W), em CB classificados com alta, média
e baixa concentracdo de Ig. Dentre as técnicas usadas no descongelamento do CB,
destacou-se o banho-maria a 40 °C, pois afetou menos a concentracdo de IgG, apesar
de demandar mais tempo. As temperaturas superiores exigiram menos tempo,

entretanto houve maior impacto na concentracéo de Ig ou ocorreu a formacao de
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coagulos. O microondas a 200 W por 30 min, também pode ser recomendado como
forma de descongelar o CB sem causar perdas com relagéo as Ig.

Donahue et al. (2012) analisaram o efeito do tratamento térmico a 60 °C por 60
min no CB, através da contagem de bactérias e coliformes e concentracdo de IgG. As
amostras de CB pré e pos-tratadas termicamente em um pasteurizador foram
inoculadas com cultura microbiana e foi realizada a determinacdo de IgG. Houve
reducdo da contagem de bactérias e coliformes em 2,25 logio e 2,49 logo,
respectivamente ap0s o tratamento e as concentracdes de Ig ndo foram reduzidas
pelo tratamento térmico.

Resultados semelhantes foram encontrados por Armengol; Fraile (2016), e
Kryzer, Godden, Schell (2015) complementando a pasteurizacdo com o0
armazenamento a -20 °C. Nguyen et al. (2019) obteve resultados semelhantes
utilizando 63 °C por 30 min e radiacdo gama. Gelsinger et al (2014) também atingiu
resultados semelhantes fazendo uso da temperatura de 60°C por 30 min.

O uso das técnicas de congelamento ou resfriamento faz com que ocorra
menores alteragcdes dos alimentos, além de reduzir o crescimento microbiano,
aumentando a vida util do CB. Além disso, o congelamento causa menor efeito na
concentracdo da IgG, porém requer grande disponibilidade de instalacbes e
equipamentos, tornando este método limitado. O processamento térmico €
amplamente empregado nas induUstrias de alimentos, pois geram produtos
microbioldgicos seguros, porém ao fazer uso de temperatura mais alta por menos
tempo, podem ocasionar alteracbes nas propriedades nutritivas, fisico-quimicas e
reolégicas dos produtos, principalmente lacteos, sendo as proteinas mais susceptiveis
ao uso de temperaturas (BORAD; SINGH, 2018).

Chelack, Morley, Haines (1993) realizaram a secagem do CB por liofilizag&o,
evaporacao a vacuo por micro-ondas e spray drying. A liofilizacdo foi o método mais
eficiente comparado aos outros métodos de secagem avaliados e proporcionou a
maior manutencdo da concentracdo de Ig e recuperacdo de solidos totais. A
evaporacao por micro-ondas foi a metodologia menos eficiente e devido o uso
moderado de temperaturas causou maior perda de Ig.

Hayes, Hughes, Greene (2012) avaliaram a populacdo microbiana de quatro
marcas de CB desidratado disponiveis comercialmente. Foram isolados 42 micro-
organismos, desses 20 nao puderam ser identificados, os demais foram
caracterizados como as seguintes espécies: Bacillus lichenformis, Bacillus badius,
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Kocuria rhizophila, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens,
Enterococcus faecium, Bacillus massiliensis, Pseudomonas spp. e Bacillus pumilis.
Houve a prevaléncia de organismos formadores de esporos, resistentes ao calor,
Gram-positivos, essas condi¢des sugerem que o tratamento térmico aplicado afetou
a populacéo microbiana.

Yu, Zheng, Li (2013) determinaram a vida Util e a estabilidade fisico-quimica e
bioguimica do CB seco por spray drying e embalado em bolsas de polietileno laminado
de aluminio (PLA) e polietileno de tereftalato (PET) e armazenado sob diferentes
condicdes (25 °C e 50% de umidade relativa, 50 °C e 20-50% de umidade relativa e 4
°C 40-70% de umidade relativa). A vida util do CB em po6 foi 425,5 e 86,5 dias para
PLA e PET a 25 °C e 50% de umidade relativa. O teor de umidade e a alteracdo de
cor do CB em p6 aumentaram com o aumento do tempo de armazenamento. Por outro
lado, a concentracéo de IgG teve concentracdes reduzidas com o aumento do tempo.
Os autores recomendam o uso da PLA para armazenar o CB em p6 e a melhor
condicdo de armazenamento foi 4 °C e 40-70% de umidade relativa.

Uma das vantagens dos métodos de secagem envolve a reducéo da atividade
de &gua dos alimentos, reduzindo a taxa das reacfes quimicas, enzimaticas e
microbiologicas (BORAD; SINGH, 2018).

Pereira et al. (2014) aplicaram em escala piloto luz ultravioleta (UV) com fluxo
de 45 J/cm? para avaliar a capacidade de reducdo de contagem bacteriana do CB.
Foram inoculados Listeria innocua, Mycobacterium smegmatis, Salmonella sorovar
Typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e
Acinetobacter baumannii. Houve diminuicédo significativa na contagem de Listeria spp.,
Salmonella spp. e Acinetobacter spp., exceto para Escherichia coli, Streptococcus
agalactiae e Staphylococcus aureus. A incidéncia desta radiacdo também resultou na

diminuicdo de aproximadamente 50% das IgG.

3.1.3.3 Conservacéao por fermentacao

A fermentacdo do CB vem sendo estudada ao longo dos anos, inicialmente
avaliou-se- a possibilidade do uso da fermentacéo aerdbia do CB, entretanto devido a
variabilidade dos resultados e a recusa de ingestdo pelos animais essa técnica foi
deixando de ser utilizada pelos produtores (JENNY; O’DELL; JOHNSON, 1976;
THOMPSON; MARTH, 1976; FOLEY; OTTERBY, 1978).
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Thompson, Marth (1976) avaliaram o CB de cinco vacas coletado durante dez
ordenhas ap0s o parto e armazenado em recipientes a temperatura ambiente (15 a
25 °C) durante trés semanas. Os parametros determinados foram: pH, contagem
padrdao em placa e contagem de micro-organismos (Gram-negativos, leveduras e
fungos, coliformes, Streptococcus e BAL). O pH inicial variou de 6,2 a 6,5 e finalizou
em aproximadamente 4,0, a contagem padréo em placa aumentou rapidamente nos
dois primeiros dias, atingindo 10° UFC mL™, logo apés esse periodo houve uma
estabilizacdo até 7 dias, seguido de um declinio. As BAL aumentaram durante os
primeiros 7 dias, atingindo a concentragdo de 107 UFC mLt. Foram isolados 87 e 60
no agar All Purpose Tween 80 Media (APT) e no meio especifico para Streptococcus,
todas identificadas como Streptococcus faecalis esses micro-organismos tiveram
aumento nas concentracdes nos primeiros dias, entretanto as concentracdes variaram
entre 10* a 108 UFC mL! em todas as amostras. A contagem de coliformes aumentou
durante os trés primeiros dias atingindo 108 UFC mL™. As col6nias isoladas foram
identificadas como: 98% coliformes, 44% Escherichia coli, 8% Enterobacter
aerogenes e 48% formas intermediarias. As bactérias Gram-negativas tiveram
aumento nas concentracdes até os trés primeiros dias, seguido de uma reducédo e
finalizaram em 10® UFC mL™2. Os fungos e leveduras apresentaram concentracdes
crescentes (10° a 10%e 10° a 10 UFC mL™, respectivamente) até o décimo dia e logo
apos mantiveram-se constantes.

Jenny, O’dell, Johnson (1976) determinaram o efeito de duas faixas de
temperaturas (inverno: 8 a 15 °C com média de 12 °C, primavera: 20 a 27 °C com
média de 24 °C) na fermentacéo natural do CB armazenado durante 32 dias. O CB de
seis ordenhas foi coletado de quatro vacas no inverno e quatro na primavera, foram
determinados o pH, acidez titulavel, contagem padrao em placa, coliformes, BAL total,
Lactobacillus, leveduras e fungos. A contagem de micro-organismos foi
aproximadamente 10° UFC mL? e houve reducdo no armazenamento no inverno e
1,5 log a menos entre os dias 2 e 16 do armazenamento na primavera. As BAL totais
diminuiram 1,5 log nos dias 4 e 16 na primavera e ao final do periodo de
armazenamento a contagem de Lactobacillus foi de 9x107 e 4x10” UFC mL? e
representavam 30% e 7% das BAL na primavera e inverno. Os coliformes
apresentavam uma diferenca de 2 log a menos nas amostras da primavera do que no
inverno e ao final do armazenamento a concentracdo estava abaixo de 10* UFC mL"

1, Com relacéo aos fungos e leveduras a contagem foi a mesma para as duas faixas
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de temperatura, atingindo 1068 UFC mL, e houve aumento na acidez titulavel de 1,1
a 3,8% nas amostras da primavera e 0,9 a 1,9% nas amostras de inverno. Por fim, 0s
autores sugerem a aplicacdo da temperatura da primavera, pois favorece o
crescimento de micro-organismos mais desejaveis no CB.

Uma alternativa ao processo fermentativo aerdbico € a fermentacéo anaerobia
do CB, denominada silagem de colostro bovino (SCB). Alguns trabalhos tem
demonstrado ser um método eficaz, permitindo o armazenamento do CB por mais de
dois anos. Outra vantagem da SCB esta relacionada a sua composic¢ao fisico-quimica,
apresentando teores de matéria seca (17,9 a 23,3%), proteina (6,4 a 14,4%) e lipidios
(2,7 a 4,9%) maiores, apos andlise aos 21 dias e 24 meses de fermentacdo a
temperatura ambiente, quando comparados ao CB, além de ser um processo de baixo
custo (SAALFELD et al., 2012a, 2012b).

Apesar da importancia nutricional da SCB, essa apresenta uma populacéo
microbiana, vinda previamente do CB, entretanto alguns micro-organismos, como
enterobactérias, leveduras e fungos contaminam o CB e consequentemente afetam o
processo fermentativo da SCB por falta de cuidados no periodo pré e pos ordenha
(FERREIRA, 2011). A SCB ao final do periodo fermentativo possui apenas BAL
(SAALFELD et al., 2013), essas bactérias se utilizam da lactose presente no meio e
hidrolisam em glicose e galactose. A glicose inicia a glicélise e a galactose é
metabolizada pela via de Leloir, ambas sao convertidas a acido latico (NEVES et al.,
2010; ALEKSANDRZAK-PIEKARCZYK, 2013), conforme ilustra a Figura 1.
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Figura 1 - Rota bioguimica da fermentag&o anaerdbia.
Fonte: Ferreira (2011).

Além disso, a SCB tem sido avaliada quanto ao ganho de peso diario do animal
comparado ao leite ou outros substitutos lacteos (FERREIRA et al., 2013b;
SAALFELD et al., 2013). Ferreira et al. (2013b) determinaram o desempenho e os
parametros sanguineos de 18 bezerros alimentados com 4 L de sucedaneo lacteo ou
SCB. A SCB foi elaborada a temperatura ambiente durante 30 dias e diluida em agua
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(1:1) no momento do fornecimento aos animais. A SCB afetou significativamente o
consumo de concentrado, quando comparado com o sucedaneo, com iSSo 0s animais
alimentados com SCB ganharam peso a partir da quarta semana, enquanto 0s
animais que receberam o0 sucedaneo lacteo ganharam peso a partir da terceira
semana, somente a partir da quinta semana néo houve diferenca no ganho de peso
entre os dois grupos de animais. O escore fecal foi afetado na segunda semana, 0s
animais alimentados com o sucedaneo tinham maior escore comparado aos animais
gue consumiram SCB, apesar dos animais alimentados com SCB apresentarem fezes
com aspecto anormal e muito secas e sintomas de dor abdominal. O B-hidroxibutirato,
acidos graxos livres, nitrogénio ureico e glicose foram significativos entre os
tratamentos, exceto as proteinas totais. O B-hidroxibutirato demonstrou valores
crescentes com o0 aumento da idade dos animais, os acidos graxos livres
apresentaram reducdo ao longo das semanas. A SCB como dieta exclusiva aos
animais com concentracdo de lactose 1,1% resultou em baixos teores de glicose,
abaixo do comportamento adequado para 0s animais em aleitamento. As proteinas
totais foram afetadas significativamente pela idade dos animais. Por fim os autores
sugerem que a SCB nao seja utilizada como dieta exclusiva para bezerros em
aleitamento.

Por outro lado, Saalfeld et al. (2013) avaliaram a SCB como alimento para 31
animais com cinco dias de vida (alimentados com CB do primeiro ao quinto dia),
fornecendo 4,5 L de SCB e ao grupo controle foi fornecido leite integral, ambos
fornecidos duas vezes ao dia até o décimo quarto dia, a partir do décimo quinto dia foi
dado 3,5 L de leite e SCB, apenas uma vez no dia. A partir do sétimo dia os animais
receberam 50 g dia* de racdo comercial e essa quantidade foi dobrada a cada cinco
dias até atingir 800 g diat. A SCB foi fermentada por 21 dias e os recipientes abertos,
homogeneizados e diluidos em agua na proporc¢ao 1:1. Os animais foram pesados no
nascimento e apos 60 dias, o ganho de peso diario foi calculado pela diferenca entre
o peso final e inicial, dividido pelo nimero de dias entre o periodo de pesagens. Os
ganhos de peso para animais alimentados com SCB foi 0,7 kg dia™! tanto para machos,
guanto para fémeas, sendo significativamente maior, quando comparado com 0s
animais que receberam leite.

Outro aspecto importante relacionado a SCB é a transferéncia de Ig, nesse
sentido Saalfeld et al. (2014) analisaram as concentracdes de Ig no CB fresco, SCB e

a absorcéo pelos bezerros recém nascidos. Os teores das Ig na SCB de primeira
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ordenha néo diferiram significativamente do CB in natura, ja& no soro sanguineo
coletado no nascimento do animal as Ig estavam em concentracdes menores do que
na SCB e no CB. A SCB da terceira ordenha apresentou menor concentracéo de Ig,
qgquando comparada com a SCB de primeira ordenha. Somente apos 24 h do
fornecimento do CB e da SCB os niveis de Ig estavam elevados, mas ndo houve
diferenca entre os grupos.

3.2 Silagem de colostro bovino

3.2.1 Composicao fisico-quimica da silagem de colostro bovino

Saalfeld et al. (2012b) avaliaram a composicéo fisico-quimica da SCB aos 21
dias e aos 24 meses de fermentacdo a temperatura ambiente e obtiveram: matéria
seca que variou de 17,9 a 23,3%, proteina de 6,3 a 14,4%, lipidios de 2,7 a 4,9%, pH
de 3,7 a 4,3, &cido latico de 10,5 a 22,9% e lactose de 0 a 1%. Estes resultados
destacam-se, quando comparados a avaliagdo da composicdo do CB (matéria seca:
26,1 a 14,1%, proteina: 16,7 a 6,9%, lipidios: 6,1 a 5,9%, pH: 6,4 a 6,3 e lactose: 2,7
a 3,4%), que apresentou diminuicdo ao longo do tempo para todos os constituintes
analisados, exceto a lactose (SAALFELD et al., 2012a). O leite também apresenta
niveis centesimais inferiores a SCB e ao CB (sélidos totais: 12,9%, lipidios: 4,0%,
proteina: 3,1%, lactose: 5,0%, exceto os teores de lactose) (MARNILA; KORHONEN,
2011).

Ferreira et al. (2013a) determinaram a composic¢ao fisico-quimica da SCB em
diferentes temperaturas (17,4 a 21,5; 22,5 e 32,5 °C) até 35 dias de fermentacdo. As
concentracdes de lactose, lipidios, nitrogénio total, proteina e caseina foram reduzidas
com o aumento da temperatura de fermentacdo, exceto a proteina ndo nitrogenada.
A lactose e a caseina foram significativas a 32,5 °C, quando comparada com a
temperatura de 17,4 a 21,5 e 22,5 °C, o nitrogénio total e a caseina mostraram
diferenca significativa nas trés temperaturas avaliadas, enquanto a proteina ndo
nitrogenada teve concentracdo significativamente maior na maior temperatura,
guando comparada com as temperaturas mais amenas. Para todas as temperaturas
avaliadas o pH decresceu com o0 aumento do tempo de fermentacao,
consequentemente a acidez titulavel e a concentracéo de acido lactico aumentaram.

Para a acidez titulavel e a concentracdo de acido lactico as temperaturas de 17,4 a
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21,5 e 22,5 °C nao causaram diferenca significativa, mas a temperatura de 32,5 °C foi
significativamente menor quando comparada com as outras faixas de temperatura. Os
teores de lactose diminuiram com o aumento do tempo de fermentacdo, enquanto os
niveis de proteina nao nitrogenada aumentaram para todas as temperaturas.

Ferreira (2011) avaliou a SCB fermentada (em ambiente escuro) a temperatura
ambiente durante 56 dias, determinando pH, acidez titulavel, teores de acido latico,
temperatura, nitrogénio total, nitrogénio ndo proteico, caseina, lactose, glicose e
lipidios. O pH, a concentracdo de acido latico e acidez titulavel demonstraram efeito
significativo ao longo do tempo de fermentacéo. Por outro lado, a temperatura do CB
fermentado variou de 18,4 a 21,5 °C, sendo as maiores temperaturas ap0s 21 dias de
fermentacdo. O autor ainda concluiu que as variacbes na temperatura estdo mais
relacionadas a temperatura do ambiente onde é armazenada a SCB do que com a
fermentacdo. Os parametros de lactose (média de 2,4%), glicose (média de 1,7%),
nitrogénio total (média de 2,5%), proteina (média de 15,9%), caseina (média de 4,3%)
e nitrogénio nao proteico (média de 4,1%) foram significativos ao longo do tempo,
exceto o teor de lipidios (média de 5,0%). Ainda foi possivel observar que as maiores
concentragdes de glicose foram atingidas entre os dias 4 e 7 de fermentacéo e esses
coincidem com o maior crescimento dos micro-organismos.

Saalfeld et al. (2013) realizaram a SCB durante 60 dias a temperatura
ambiente, com a determinacdo dos teores de proteina, lactose, pH, matéria seca,
cinzas, acido latico e lipidios. A composicdo manteve ao longo da fermentacdo as
concentracdes de proteina (14,4 a 14,2%), matéria seca (22,4 a 17,5%) e lipidios (6,1
a 5,5%), houve reducdo da lactose (2,3% a ndo detectado) e do pH (6,5 a 4,0) e
aumento do 4cido latico (4,9 a 28,7%).

Pode-se observar que os estudos apresentam comportamentos diferentes,
guanto a composicdo nutricional da SCB, essa diferenca pode ser observada
principalmente pelos diferentes tempos de fermentacéo, condicbes de fermentacéo e

metodologias utilizadas nas determinacdes fisico-quimicas.
3.2.2 Micro-organismos na silagem de colostro bovino
A fermentacdo da SCB esta diretamente relacionada aos micro-organismos

presentes no decorrer desse processo, alguns estudos tém avaliado os organismos

isolados do CB fermentado. Saalfeld et al. (2013) observaram a presenca de
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Lactobacillus spp. até 360 dias de fermentacao, outros micro-organismos patogénicos
foram identificados como: Escherichia spp., Staphylococcus spp., Candida spp. (até 7
dias de fermentacao) e Klesbsiella spp. (apenas no CB, antes do inicio do processo
fermentativo). As concentracdes dos Lactobacillus spp. variaram de 6x10%° a 2,3x10*
UFC mL™.

Gomide (2017) avaliou 75 SCB durante 30 dias de fermentacao a temperatura
ambiente e local protegido da incidéncia da luz, desses CB fermentados foi analisada
a quantificacdo de coliformes totais, bactérias heterotréficas mesofilas, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e enterobactérias. As bactérias mesofilas e os coliformes
apresentaram contagens que variaram de 8,7x10% a 1,9x10% e 4,5x10° a 5,2x1073
UFC mL?, respectivamente, ambos mostraram diferenca significativa quando
comparados ao CB. Nao houve diferenca na contagem entre Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e enterobactérias. Além disso, 30,7% (23) das SCB
apresentaram fermentacao inadequada, possuindo coloracdo alterada, producao de
gas e odor putrido.

Resultados semelhantes foram obtidos por Azevedo et al. (2014), em que 0s
autores puderam observar que a ordenha tem influéncia nas fermentacdes
inadequadas. O CB proveniente de segunda e terceira ordenha para elaboracao da
SCB apresentou 90,5% de taxa de descarte, por apresentar aspecto e odor putrido.
Nessas SCB foi identificada a presenca de: Enterobacteriacea (6,7%), Staphylococcus
spp. (33,3%), fungos (86,7%) e Lactobacillus spp. (73,3%) e o pH dessas amostras foi
maior (4,57), quando comparado com as fermentacdes adequadas. Somente a partir
da décima ordenha a taxa de descarte foi inferior a 5% e foram isolados 100% de
Lactobacillus spp. com média de pH em 3,9.

Ferreira (2011) realizou a contagem de enterobactérias, bactérias acido laticas,
leveduras e fungos da SCB fermentada a temperatura média de 18,4 a 21,5 °C por 56
dias. Os micro-organismos isolados foram bactérias acido laticas (8,37 logio UFC mL"
1), enterobactérias (4,69 logio UFC mL™), leveduras (4,63 logio UFC mL™), ndo houve
crescimento de fungos e o0s organismos foram significativos pelo tempo de
fermentacdo. A concentragdo inicial de BAL foi 4,78 logio UFC mL?! seguido de
aumento significativo dessa populacéo, que coincidiu com a reduc¢éo do pH e aumento
da concentragéo do 4cido latico. Resultados similares foram atingidos por Ferreira et
al. (2013a) avaliando a SCB fermentada durante 35 dias em diferentes temperaturas

(17,4 a 21,5; 22,5 e 32,5 °C) e observaram que a temperatura de 32,5 °C reduziu a
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contagem de BAL e enterobactérias, enquanto a temperatura ambiente (17,4 a 21,5
°C) favoreceu o desenvolvimento de micro-organismos na SCB.

O dia da ordenha do CB para producéo da SCB, a temperatura de fermentacao
e 0S micro-organismos viaveis ao final da fermentacdo sdo alguns dos fatores que
podem influenciar na composicao final da SCB (FERREIRA et al., 2013a; SAALFELD
et al., 2013; AZEVEDO et al., 2014). A temperatura de fermentacdo tem influéncia
direta na velocidade de degradacédo de alguns componentes, como, a lactose, pH,
acidez, &cido latico. Temperaturas mais altas (32,5 °C) causam concentracdes fisico-
quimicas menores, quando comparada a temperatura ambiente (17,4 a 21,5 e 22,5
°C) e também favorece o crescimento de organismos indesejaveis na SCB, como, por
exemplo: fungos, leveduras, Staphylococcus spp. (FERREIRA et al., 2013a).

As BAL sdo micro-organismos conhecidos por serem organismos seguros,
amplamente aplicadas em alimentos para consumo humano ou animal, sdo Gram-
positivas, produtoras de acido latico, ndo produzem catalase e séo classificadas em
quatro géneros principais: Lactobacillus spp, Lactococcus spp., Leuconostoc spp. e
Pediococcus spp. (LINDGREN; DOBROGOSZ, 1990; GOURAMA; BULLERMAN,
1995; DALIE; DESCHAMPS; RICHARD-FORGET, 2010). As BAL tém sido avaliadas
na descontaminacéo de aflatoxinas (AFLA) (SEVIM et al., 2019; WOCHNER et al.,
2019; GONCALVES et al., 2020), micotoxinas produzidas principalmente por fungos
do género Aspergillus e classificadas em B (AFLAB1 e AFLAB2) e G (AFLAG: e
AFLAG?) (CREPPY, 2002; PRANDINI et al., 2009).

A AFLAM;: é resultante da hidroxilacdo da AFLAB1, e € excretada na urina e/ou
leite, quando animais consomem alimentos contaminados por AFLAB1 (CREPPY,
2002). De acordo com a IARC (1993) a AFLAB:1 é considerada um carcin6geno
humano do grupo 1, enquanto a AFLAM:1 € um provavel carcin6geno humano,
pertencendo ao grupo 2B (CREPPY, 2002). Outra probleméatica das AFLAs € devido
a alta estabilidade aos métodos de processamento, como: pasteurizacao, fervura e
esterilizacdo (AWASTHI et al., 2012; FERNANDES et al., 2012; IHA et al., 2013) e
alguns trabalhos relatam a ocorréncia destas toxinas em leite ou derivados
(GONCALVES et al., 2018; SIBAJA et al., 2019; BECKER-ALGERI et al., 2020).
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4 Manuscrito

O presente manuscrito esta formatado de acordo com as normas da revista a
qual foi submetido: Food Chemistry (fator de impacto: 6,306; ISSN: 0308-8146). O
comprovante de submissao estad no Anexo B deste trabalho.
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Resumo

O objetivo foi relacionar a composicéo fisico-quimica e microbiolégica da silagem de colostro (n=21)
em diferentes tempos de fermentacao anaerdbia (periodos de 61 a 437 dias). As variaveis acidez, sélidos
totais e proteina ndo afetaram significativamente ao longo do tempo de fermentacéo (grupo 1: 61 a 154,
grupo 2: 200 a 273 e grupo 3: 280 a 437 dias). O teor de cinzas variou significativamente nos grupos 1
e 3, diminuindo com o aumento do tempo de fermentacdo. Foi observada correlacdo positiva entre 0s
solidos totais e 0s teores de proteina e de cinzas. Os géneros de micro-organismos com maior ocorréncia
foram Lactobacillus spp. (95,2%) e de menor ocorréncia Escherichia spp., Actinomadura spp.,
Streptococcus spp. e Leuconostoc spp. (4,8%). A presenga de micro-organismos patogénicos sugere
maior controle nas boas praticas no manejo e processamento para garantir a qualidade da SCB como
alimento para os animais.

Palavras-chaves: colostro bovino, silagem de colostro, armazenamento do colostro, exame

bacteriolégico, qualidade
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1 Introducéo

O colostro bovino (CB) é o primeiro fluido produzido p6s-parto (Solomons, 2002), cuja
principal funcdo é fornecer imunidade, aumentar o desempenho fisiolégico e propiciar melhor
crescimento e desenvolvimento ao animal recém-nascido (Hurley & Theil, 2011). A composi¢do do CB
é superior quando comparado a composicdo do leite para os teores de lipidios (CB 4,6 a 6,7% e leite
3,0%), proteina (CB 12,7 a 18,5% e leite 3,1%), lactose (CB 2,0 a 2,9% e leite 4,5 a 5,2%) e solidos
totais (CB 14,1 a 27,2% e leite 12,9%) (Morrill et al., 2012; Saalfeld et al., 2013; Mourad et al., 2014;
Zarei et al., 2017). Além disso, destaca-se a presenca de imunoglobulinas, lactoferrinas, lisozima,
leuctcitos, citocinas entre outros fatores imunomoduladores. E importante notar que a composicao
fisico-quimica do CB difere de acordo com a raga dos animais e ao longo dos dias em que € excretado
(Marnila & Korhonen, 2011; Morrill et al., 2012).

Entretanto, alguns ruminantes recém-nascidos ndo conseguem ter acesso ao colostro de suas
méaes imediatamente ap6s 0 nascimento, devido a: multiplos partos, mastite aguda, ndo adaptacdo
materna, especialmente no primeiro nascimento, entre outros (Wereme et al., 2001). Portanto, é
necessario criar um banco de colostro para bezerros recém-nascidos que ndo podem ser alimentados
pelas préprias maes imediatamente apds o nascimento e para a preparagdo de produtos de colostro imune
gue possam ser usados como suplementos alimentares ou substitutos do colostro para fornecer prote¢ao
eficaz contra diferentes doencas entéricas em bezerros e humanos (Alexieva, Markova, & Nikolova,
2004).

Além disso, vacas leiteiras produzem mais colostro do que seus préprios bezerros podem
consumir (El-Fattah et al., 2014), e a concentracéo de imunoglobulina (1g) colostral é maior na primeira
ordenha pés-parto e diminuem rapidamente com o tempo (Alexieva, Markova, & Nikolova, 2004). O
CB pode ser armazenado sob refrigeracdo, por até 91 dias (Ramya, Ramasamy, & Dhineshkumar, 2016),
para manter as suas caracteristicas quimicas, porém esse método de armazenamento envolve gastos com
equipamentos e consumo de energia elétrica e afeta a concentracao de Ig.

Alguns métodos de preservacdo do CB ja foram investigados: esterilizagdo comercial,
pasteurizacdo, congelamento, liofilizacdo (El-Fattah et al., 2014), evaporagdo a vacuo, micro-ondas,
spray drying (Chelack, Morley, & Haines, 1993), refrigeracdo (Ramya, Ramasamy, & Dhineshkumar,
2016), conservantes quimicos (Muller & Smallcomb, 1977), secagem (Borad & Singh, 2018), filtragdo
por membrana, ultrafiltracdo, microfiltracdo, alta pressdo (Gosch et al., 2014), campo elétrico pulsado
(Li, Bomser, & Zhang, 2005) e irradiacdo (Pereira et al., 2014). Essas técnicas tém a vantagem de
preservar o CB por um determinado periodo de tempo que variam de 21 dias a 3 meses, mas tem como
principais desvantagens as alteragdes fisico-quimicas, a destrui¢cdo dos componentes nutricionais (Borad
& Singh, 2018), o custo e a necessidade de equipamentos.

A fermentacdo anaerobia do CB, denominada silagem de colostro bovino (SCB), é um método
de conservacao que vem sendo estudado e utilizado (Ferreira et al., 2013; Saalfeld et al., 2013; Azevedo

et al., 2014), por permitir 0 armazenamento por periodos de até dois anos, além de ser um processo
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simples, de baixo custo, que ndo requer refrigeracdo, congelamento ou uso de aditivos, podendo ser
utilizado na alimentac&o dos bezerros (Saalfeld et al., 2013). Além disso, a SCB fornece a transferéncia
de imunoglobulina aos bezerros de forma similar ao CB in natura (Saalfeld et al., 2014).

O objetivo deste trabalho foi relacionar a composicdo fisico-quimica e microbiol6gica da
silagem de colostro em diferentes tempos de fermentagao.

2 Materiais e métodos
2.1 Colostro bovino

As amostras de CB foram obtidas de animais da raca Jersey (n = 21) em uma propriedade
leiteira. A propriedade é localizada na cidade de Pelotas, estado do Rio Grande do Sul, Brasil. As coletas
foram realizadas no periodo de Marco de 2018 a Abril de 2019. Na Tabela 1, estdo demonstrados os
dados da composicéo e da contagem de células somaticas (CSS) do leite obtido do mesmo animal apds
o0 término da producdo do colostro.
2.2 Silagem de CB

As amostras de colostro bovino (n = 21) foram colocadas em garrafas de plastico de 500 mL,
armazenadas verticalmente em ambiente seco com luz natural (claro/escuro), e fermentadas
anaerobicamente durante o periodo apresentado na Tabela Suplementar S1 (minimo de 61 dias e maximo
de 437 dias). A Tabela Suplementar S1 também apresenta as informagdes dos animais. A Tabela
Suplementar S2 mostra a temperatura média em cada periodo de fermentacao.
2.3 Preparo das amostras para as analises fisico-quimicas e microbiol6gicas

Logo ap6s o periodo de fermentagdo, as amostras de silagem de colostro bovino foram retiradas
dos recipientes, homogeneizadas em blender durante 30 s, transferidas para recipientes plasticos estéreis
de 80 mL e armazenadas a -4 °C, até o momento das analises.
2.4 Andlises fisico-quimicas e microbiolégicas

Foram avaliados os seguintes parametros da composicao fisico-quimica da silagem: acidez (n.°
427/1V), proteina (n.° 037/1V), solidos totais (n.° 429/1V) e cinzas (n.° 437/1V), utilizando os métodos
do Instituto Adolfo Lutz (2008). As analises fisico-quimicas foram realizadas em duplicata.

A anélise microbioldgica foi desenvolvida de acordo com o método proposto por Saalfeld et al.
(2013), com adaptagdes relacionadas aos meios de cultivo e a técnica de identificacdo. A silagem de
colostro bovino foi semeada nos meios de cultivo: agar Chapman (Kasvi, Brasil), &gar MacConkey
(Himedia, France) e &gar Brain Heart Infusion (Kasvi, Brasil). Em seguida, as placas foram incubadas
a 37 °C durante 72 h em aerobiose. Em seguida, os micro-organismos isolados foram identificados,
utilizando a técnica de coloracdo de Gram e provas bioquimicas (Barrow & Feltham, 1993). A
identificacdo presuntiva dos Lactobacillus spp. foi realizada em &gar seletivo para Lactobacillus
(Acumedia, EUA), apenas observando o crescimento ou ndo desses micro-organismos.

Para o leite obtido apds o término da producdo de CB, as analises foram realizadas pelo

Laboratério de Qualidade do Leite da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Clima Temperado
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(EMBRAPA), e os teores de gordura, proteina, solidos totais e lactose do leite foram determinados por
espectrofotometria em infravermelho proximo (IDF Standart 141C;2000), e a contagem de células
sométicas (CCS) por citometria de fluxo (IDF Standart 148-2;2006) de acordo com 0s métodos
Internacionais da Federacéo Internacional de Laticinios (IDF, International Dairy Federation).
2.5 Andlise estatistica

Para responder a influéncia do tempo de fermentagéo (grupo 1: 61 a 154, grupo 2: 200 a 273 e
grupo 3: 280 a 437 dias) sobre as varidveis acidez, solidos totais, proteina e cinzas, foi utilizada a analise
de variancia de Kruskal Wallis, pds-teste de Dunn e correlacdo de Spearman. Para avaliar a relacéo entre
0 teor de acidez (grupo 1: 7,5 a 19, grupo 2: 21 a 26,5 e grupo 3: 29 a 35 °D) e 0s géneros dos micro-
organismos identificados foi utilizado o método de Kruskal Wallis. As analises estatisticas foram

realizadas no programa BioEstat e no Ambiente R, com nivel de significancia de 95% (P<0,05).

3 Resultados e Discusséo

Este estudo foi o primeiro a comparar os parametros fisico-quimicos e microbiolédgicos da
qualidade do leite com os obtidos na silagem de colostro bovino em diferentes intervalos de fermentacéo.
Cabe destacar que, as amostras de CB foram adquiridas diretamente com os produtores de leite e, estas
representam o manejo realizado no cotidiano destes produtores. Por este motivo, optou-se pela ndo
realizacdo de um planejamento experimental com tempo e temperaturas definidas, visto que o
desenvolvimento da SCB nas propriedades ocorre a temperatura ambiente e pelo tempo que o produtor
necessitar.

3.1 Analises fisico-quimicas

A Tabela 2 apresenta a composicdo fisico-quimica da SCB nos diferentes tempos de
fermentacdo. O teor de acidez variou de 10,5 a 33,5 °D; 11,5a 35 °D e 8 a 30 °D, com médias de 20,8;
22,7¢20,8 °D nos grupos 1,2 e 3 (61 a 154, 200 a 273 e 280 a 437 dias), respectivamente. Os teores de
proteina obtidos foram de 5,1 a 13,2%; 4,3 a 14% e 3,5 a 13,7%, com médias de 10,9; 9,5 e 7,3% nos
grupos 1, 2 e 3 (61 a 154, 200 a 273 e 280 a 437 dias), respectivamente. Os sélidos totais atingiram
percentuais de 8,1 a 22,3%; 8 a 21% e 6,8 a 19,5%, com médias de 16,7; 14,2 e 11,6% nos grupos 1, 2
e 3 (61 a 154, 200 a 273 e 280 a 437 dias), respectivamente. As cinzas variaram de 1,19 a 1,33%; 1,03
a1,29% e 0,45 a 1,27%, com médias de 1,29; 1,17 e 0,98% nos grupos 1, 2 e 3 (61 a 154, 200 a 273 e
280 a 437 dias), respectivamente.

As médias dos grupos de tempo de fermentagcdo mostram que a acidez aumenta até o tempo
fermentativo do grupo 2 (200 a 273 dias), sequido de uma reducdo no grupo 3 (280 a 437 dias) e 0s
percentuais de proteina, solidos totais e cinzas diminuiram ao longo dos grupos de tempo de
fermentacdo. Saalfeld et al. (2013) realizaram a SCB com 60 dias de fermentacdo anaerdbia e 0s
percentuais de lipidios, proteina, matéria seca e cinzas se mantiveram no decorrer do periodo que foram
avaliados. Azevedo et al. (2014) avaliaram a influéncia do dia da ordenha do CB na fermentacdo da

SCB e 0 CB obtido de segunda e terceira ordenha apresentou taxa de descarte da SCB de 90,5%, devido
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aos micro-organismos oriundos do CB que causam aparéncia e odor putrido, expansdo ou mesmo
ruptura da embalagem, devido a alta produgdo de gases. Portanto, as fermentagdes inadequadas
favorecem o crescimento de organismos patogénicos, além das bactérias acido laticas e a temperatura
da fermentacéo influencia na velocidade de degradacdo de alguns parametros, como, pH, acido latico,
acidez, lactose. Visto que, temperaturas mais elevadas (32,5 °C) causam menores teores fisico-quimicos,
guando comparada a temperatura ambiente (17,4 a 21,5 e 22,5 °C) e favorece o crescimento de micro-
organismos patogénicos (Ferreira et al., 2013). O presente trabalho mostra uma varia¢éo nos resultados
de acidez, proteina, sélidos totais e cinzas, e esse comportamento pode estar relacionado ao maior
periodo fermentativo e as condig¢Ges de fermentagdo e do CB.

Os diferentes grupos de tempo de fermentag&o (grupo 1: 61 a 154, grupo 2: 200 a 273 e grupo
3: 280 a 437 dias) comparados com as varidveis acidez, sélidos totais e proteinas ndo foram observadas
diferencas significativas (P>0,05) (Tabela 3). Isso significa dizer que esses componentes ndo foram
influenciados pelos grupos do tempo de fermentacdo. Foi observada diferenca significativa no teor de
cinzas (P<0,05) nos grupos 1 e 3 (61 a 154 dias e 280 a 437 dias, respectivamente), diminuindo
(correlacdo moderada negativa de -0,63) com o aumento do tempo de fermentacdo. Verificando a
influéncia entre as variaveis estudadas e o tempo de fermentacéo (grupo 1: 61 a 154, grupo 2: 200 a 273
e grupo 3: 280 a 437 dias), observou-se que os sélidos totais (0,77) e o percentual de proteina (0,76)
obtiveram uma correlagdo positiva com o teor de cinzas, indicando que a medida que a concentracao de
cinzas aumenta, também aumentam os solidos totais e a proteina. Ainda ha uma correlagdo positiva
(0,85) entre a proteina e os sélidos totais, pois a medida que a concentracdo de proteina aumenta, 0s
solidos totais aumentam. Este comportamento ja era esperado e pode ser observado em processos
fermentativos que utilizam o leite, como o iogurte e o leite fermentado (Souza et al., 2013; Andrade et
al., 2015).

Os estudos disponiveis na literatura sobre a SCB utilizam tempos de fermentacdo mais curtos
(Ferreira et al., 2013; Saalfeld et al., 2013), por isso a composicdo fisico-quimica ndo se comportou de
maneira semelhante ao presente estudo. Além disso, a temperatura de fermentacdo também influencia
nas concentracdes fisico-quimicas. A temperatura de 32,5 °C resultou em taxas menores e maior redugdo
do pH, acidez e concentracao de 4cido latico, porém o armazenamento da SCB a 22,5 °C ou temperatura
ambiente (17,4 a 21,5 °C) resultou em concentracfes maiores (Ferreira et al., 2013).

Relacionando a composicéo fisico-quimica do leite obtido apds a produgdo do CB com 0s
parametros de qualidade do leite dados na Instrucdo Normativa de nimeros 76 e 77 de 2018 (BRASIL,
2018a, 2018b), é possivel afirmar que das 21 amostras de leite somente uma amostra ndo atendeu 0s
requisitos para os teores de lipidios, proteina e solidos totais, e duas amostras ndo apresentaram a
concentragdo minima de lactose, e que todas as amostras estavam dentro dos limites estabelecidos para
a CCS.
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3.2 Analises microbioldgicas

A Tabela Suplementar S3 apresenta a identificagdo dos micro-organismos isolados na SCB nos
diferentes intervalos de fermentacdo. Foi possivel observar que o Lactobacillus spp. foi isolado em 20
das 21 silagens, além disso de 61 a 200 dias de fermentacdo os micro-organismos identificados foram
Staphylococcus spp., Lactobacillus spp., Escherichia spp., Enterococcus spp. e Bacillus spp.. A partir
de 220 a 273 dias houve o aparecimento de outros géneros de organismos, como: Corynebacterium spp.
e 0s géneros Staphylococcus spp. e Lactobacillus spp. ainda mantiveram crescimento. Dos 280 a 437
dias identificou-se Actinomadura spp., Leuconostoc spp., Lactococcus spp., e Streptococcus spp. e ainda
mantiveram-se Staphylococcus spp., Lactobacillus spp., Corynebacterium spp., € novamente
identificou-se a presenca de Bacillus spp. e Enterococcus spp. como no periodo de 61 a 200 dias.

Os géneros de micro-organismos com maior ocorréncia foram Lactobacillus spp. (95,2% das
SCB) e de menor ocorréncia Escherichia spp., Actinomadura spp., Streptococcus spp. e Leuconostoc
spp. (4,8% das SCB), como pode ser observado na Figura 1. Foi observada redugdo do nimero de
géneros de micro-organismos isolados da SCB, porém néo foi possivel observar diferenca significativa
(P>0,05) entre os grupos de acidez (grupo 1: 7,5 a 19, grupo 2: 21 a 26,5 e grupo 3: 29 a 35 °D).

Azevedo et al., (2014) relataram a ocorréncia de Enterobacteriacea, Staphylococcus spp. e
fungos em algumas SCB fermentadas durante 33 dias a 25 °C. Ferreira et al., (2013) observaram menor
contagem de bactérias &cido laticas e Enterobacteriacea quando a fermentacdo foi realizada em
temperaturas mais elevadas (32,5 °C) e a temperatura ambiente (17,4 a 21,5 °C) influenciou
significativamente o desenvolvimento de micro-organismos na SCB.

Nossos resultados ndo puderam ser comparados com os resultados de Saalfeld et al. (2016), pois
de acordo com a metodologia utilizada naquele estudo, o colostro foi inoculado com a bactéria para
verificar se a fermentacdo do CB inibia o crescimento microbiano e, neste estudo, isolamos as bactérias
do colostro recéem fermentado.

As condigBes de higiene antes e apds a ordenha também influenciam na reducdo da
contaminagdo microbiana, por meio do uso de desinfetantes, como, a clorexidina na limpeza dos tetos
dos animais, seguido da secagem com material descartavel (Gleeson et al., 2009). A CSS também é um
indicativo da presenca de micro-organismos, visto que esse parametro é indicativo de um processo
inflamatdrio (Vieira et al., 2021).

A presenca de organismos patogénicos, como Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Corynebacterium spp. na SCB deve ser limitada, porém ndo existe legislagdo em vigor no Brasil para o
CB ou a SCB. Além disso, todas as amostras do leite estavam dentro dos limites estabelecidos para a
CCS e, portanto o leite obtido de um modo geral atendeu as legislagdes vigentes. A Instrugdo Normativa
de nimero 76 (BRASIL, 2018a) limita contagens bacterianas e de células somaticas para o leite e pode
ser utilizada como base para o controle de micro-organismos no CB e na SCB. Entretanto, os cuidados
prévios e posteriores a ordenha sdo essenciais para evitar a contaminagdo microbiana do CB, da SCB e

do leite (Ferreira et al., 2013). Encontraram-se limitacGes quanto as determinagfes fisico-quimica e
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microbioldgicas, devido & auséncia de metodologias padronizadas para o CB e SCB e, por este motivo
utilizou-se métodos aplicados no leite.

4 Conclusoes

A composicdo fisico-quimica da SCB é superior ao leite, com relagdo a proteina e sélidos totais
usando como paradmetro os niveis de qualidade do leite. O teor de cinzas diminuiu com o aumento do
tempo de fermentacdo e houve uma correlacdo entre o percentual de cinzas, os sélidos totais e a proteina.
A presenca de micro-organismos patogénicos pode ocorrer e deve ser levada em consideracao, uma vez
que a SCB sera fornecida aos animais, havendo a necessidade de maior controle na obtengao do colostro,
bem como nas condigdes de fermentagdo anaerdbia. Assim, recomenda-se a utilizagdo de temperaturas
amenas (17 a 22,5 °C) durante 35 dias para a realizagdo da silagem e reforga-se o controle das préaticas

de limpeza e higiene antes e depois da ordenha.
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Tabela 1. Composicao fisico-quimica e contagem de células sométicas do leite produzido apés o CB
pelos animais da raca Jersey (n = 21) na propriedade leiteira localizada na regido sul do Brasil, na cidade

de Pelotas
Animais Lipidios (%)  Proteina (%) Lactose (%) Sélidos totais CCS (x 1000
(%) células/ mL)
S 3,6 31 4,4 12,0 15
Q 4,2 35 4,3 12,9 12
R 3,9 33 4,7 12,7 35
U 31 3,5 4.4 12,0 21
T 3,7 3,5 4,6 12,8 175
C - - - - -
N - - - - -
p - - - - -
K 38 2,9 4,4 11,9 686
L 0,8 2,8 4,6 9,1 409
0] 3,2 31 4,7 11,9 215
G 43 3,7 4,4 13,35 35
H - - - - -
E 3,2 3,0 4,7 11,8 271
I 4,0 3,0 4,5 12,4 13
F 3,7 4,0 4,1 12,9 6445
J 31 3,7 4,5 12,3 318
D 3,6 3,0 5,0 12,6 67
M 33 3,6 4,5 12,4 104
A - - - - -
B 4,1 3,0 4,4 12,5 25

10 animal 1 veio a 6bito, apds o parto.
Qs animais 3, 8, 14 e 16 néo foi possivel obter dados da composicdo e CCS com o produtor.
3CB - colostro bovino.
4CCS — contagem de células somaticas.
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Tabela 2. Composicdo fisico-quimica da SCB oriunda da fermentacdo do CB de animais da raca Jersey

(n = 21) na propriedade leiteira localizada na regido sul do Brasil, na cidade de Pelotas

Animais Tempo Acidez (°D) Proteina (%)  Sdlidos totais Cinzas (%)
fermentativo (%)
das SCB (dias)
S 61 17,521 13,1+0,2 18,0+0,2 1,32+0,18
Q 78 10,5%2,1 11,0+0,1 22,310,2 1,31+0,27
R 104 19,0+1,4 12,3+0,2 16,3+0,2 1,29+0,13
U 148 23,5+0,7 51+0,1 8,1+0,2 1,19+0,17
T 154 33,5+2,1 13,2+0,4 19,0+0,1 1,33+0,23
C 200 11,5+0,7 10,6+0,5 14,1+0,2 1,09+0,13
N 220 15,521 12,2+0,8 17,1+0,2 1,28+0,06
P 220 24,535 12,0+0,2 16,1+0,1 1,29+0,14
K 233 26,5+6,4 13,0+1,1 19,8+0,1 1,25+0,06
L 245 21,0+0,0 4,3+0,1 9,1+0,1 1,11+0,16
o) 247 18,5+0,7 4,7+0,3 8,0£0,1 1,07+0,08
G 262 35,0¢7,1 5,1+0,8 8,6+0,0 1,03+0,16
H 273 29,014 14,0+0,7 20,9+0,3 1,28+0,25
E 280 21,028 4,9+0,2 8,7+0,3 1,04+0,06
I 293 26,5+0,7 3,5+0,7 6,8+0,2 0,55+0,07
F 303 8,0+0,0 13,7+0,6 19,5+0,2 1,27+0,17
J 306 21,0+0,0 4,8+0,1 7,9+0,1 1,11+0,16
D 311 26,5+2,1 3,5+0,8 7,0+0,1 0,45+0,07
M 314 25,5+2,1 4,3+0,3 8,95+0,2 1,13+0,16
A 380 7,5%0,7 11,2+1,1 14,7+0,1 1,02+0,04
B 437 30,0+0,0 12,1+0,2 19,1+0,1 1,24+0,13

!médiatdesvio padréo.
2SCB silagem de colostro bovino.

Tabela 3. Andlise de variancia das concentracdes de proteina, cinzas, solidos totais e acidez em

diferentes tempos fermentativos da

SCB

Parametros GL SQ QM F P
Acidez Tratamento 2 18,23 3 0,14 0,87
Residuo 18 1207,77 2
Total 20 1226,00 1
GL SQ QM F P
Proteina Tratamento 2 4521 3 1,40 0,27
Residuo 18 291,50 2
Total 20 336,71 1
GL SQ QM F P
Solidos totais Tratamento 2 84,41 3 1,52 0,25
Residuo 18 499,10 2
Total 20 583,50 1
GL SQ QM F P
Cinzas Tratamento 2 0,33 3 3,91 0,04
Residuo 18 0,76 2
Total 20 1,09 1

1SCB - silagem de colostro bovino.
2GL — graus de liberdade.

5Q — soma quadratica.

4QM — quadrados médios.

SF — valor de F.

®P<0,05¢ significativo.
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9 5% Not identified

4,8% Escherichia spp.

19,0% Corynebacterium spp.

\\14,8% Actinomadura spp.

2,9% Staphylococcus spp.

14,3% Bacillus spp.

4 8% Streptococcus spp.

Genera of microorganisms

95,2% Lactobacillus spp

9 5% Lactococcus spp.

14,8% Leuconostoc spp.

14,3% Enterococcus spp.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Number of bovine colostrum silages

Figura 1. Géneros de micro-organismos isolados da SCB em diferentes tempos fermentativos

Highlights

1. Os Lactobacillus spp. estavam presentes nas silagens de colostro bovino até 437 dias.

2. Primeiro estudo que compara os parametros fisico-quimicos da qualidade do leite com a silagem de

colostro.

3. Neste estudo, as determinac¢es microbioldgicas foram obtidas a partir da fermentacdo do colostro in

natura.

4. Correlacédo ndo significativa entre o grau de acidez e o nimero de espécies bacterianas.
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Tabela Suplementar S1. Descricao dos animais de acordo com o tempo de fermentacdo da SCB obtidas
de animais da raca Jersey (n = 21) na propriedade leiteira localizada na regiao sul do Brasil, na cidade

de Pelotas
Animais Idade dos Data do parto Numero de Tempo Periodo anual da
animais (dia/més/ano) partos fermentativo das fermentacdo da SCB
(anos) SCB (dias)

S 4 11/04/2019 2 61 Outono, inverno

Q 8 25/03/2019 6 78 Outono, inverno

R 4 27/02/2019 2 104 Verdo, outono,
inverno

U 6 14/01/2019 4 148 Verao, outono,
inverno

T 8 08/01/2019 6 154 Verao, outono,
inverno

C 4 16/11/2018 2 200 Primavera, verao,
outono, inverno

N 14 03/11/2018 12 220 Primavera, verdo,
outono, inverno

P 8 03/11/2018 6 220 Primavera, verao,
outono, inverno

K 8 21/10/2018 6 233 Primavera, verao,
outono, inverno

L 7 09/10/2018 5 245 Primavera, Verao,
outono, inverno

(0] 3 07/10/2018 1 247 Primavera, verao,
outono, inverno

G 3 15/09/2018 1 262 Primavera, Verao,
outono, inverno

H 4 04/09/2018 2 273 Primavera, verao,
outono, inverno

E 5 28/08/2018 3 280 Inverno, primavera,
Verao, outono,
inverno

I 4 15/08/2018 2 293 Inverno, primavera,
verao, outono,
inverno

F 9 05/08/2018 7 303 Inverno, primavera,
verao, outono,
inverno

J 10 02/08/2018 8 306 Inverno, primavera,
verao, outono,
inverno

D 5 28/07/2018 3 311 Inverno, primavera,
verdo, outono,
inverno

M 5 01/08/2018 3 314 Inverno, primavera,
verdo, outono,
inverno

A 6 20/05/2018 4 380 Outono, inverno,
primavera, verdo,

outono, inverno
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24/03/2018

3

437 Outono, inverno,
primavera, verao,
outono, inverno

1SCB - silagem de colostro bovino.

Tabela Suplementar S2. Temperatura média da fermentacdo da SCB obtido de animais da raca Jersey
(n = 21) na propriedade leiteira localizada na regido sul do Brasil, na cidade de Pelotas

Estagdo do ano Ano/Més Temperatura média Temperatura média da
mensal (°C) estacdo (°C)
Verdo 2017 / Dezembro 22,5 22,9
2018 / Janeiro 23,7
2018 / Fevereiro 22,4
Outono 2018 / Marco 20,7 19,6
2018 / Abril 21,7
2018 / Maio 16,4
Inverno 2018 / Junho 11,4 12,0
2018 / Julho 12,1
2018 / Agosto 12,5
Primavera 2018 / Setembro 17,3 18,7
2018 / Outubro 17,5
2018 / Novembro 21,2
Verdo 2018 / Dezembro 22,2 23,4
2019 / Janeiro 24,7
2019 / Fevereiro 23,2
Outono 2019 / Marco 21,4 194
2019/ Abril 19,6
2019 / Maio 17,3

!Estacdo Agroclimatoldgica de Pelotas (EAPEL).



Tabela Suplementar S3. Identificacdo dos micro-organismos isolados da SCB

Animais Tempo

fermentativo das

Micro-organismos

SCB (dias)

S 61 Staphylococcus aureus, Lactobacillus spp.

Q 78 Escherichia  sp.,  Staphylococcus  coagulase  negativa,
Enterococcus faecalis, Bacillus mycoides, Escherichia coli,
Lactobacillus spp.

R 104 Lactococcus lactis, Lactobacillus spp.

U 148 Staphylococcus coagulase negativa, Staphylococcus aureus,
Lactobacillus spp.

T 154 Staphylococcus coagulase negativa, Staphylococcus
pseudointermedius, Lactobacillus spp.

C 200 Néo identificado, Bacillus spp., Staphycoccus spp., Lactobacillus
spp.

N 220 Corynebacterium kutscheri, Lactobacillus spp.

P 220 Staphylococcus aureus

K 233 Lactobacillus spp.

L 245 Lactobacillus spp.

@) 247 Staphylococcus aureus, Lactobacillus spp.

G 262 Staphylococcus coagulase negativa, Lactobacillus spp.

H 273 Néo identificado, Lactobacillus spp.

E 280 Actinomadura madurae, Lactobacillus spp.

I 293 Corynebacterium  sp., Corynebacterium  amycolatum,
Lactobacillus spp.

F 303 Corynebacterium sp., Lactobacillus spp.

J 306 Corynebacterium sp., Staphylococcus pseudointermedius,
Lactobacillus spp.

D 311 Bacillus pantothenticus, Bacillus spp., Lactobacillus spp.

M 314 Lactobacillus spp.

A 380 Enterococcus sp., Enterococcus faecalis, Leuconostoc spp.,
Lactococcus lactis, Lactobacillus spp.

B 437 Enterococcus durans, Streptococcus pyogenes, Lactobacillus

spp.

1SCB - silagem de colostro bovino.
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5 Artigo

O presente artigo foi publicado no | Congresso Internacional da Agroinddstria —
I CIAGRO 2020 e consta nos Anais de Artigo de Revisao intitulado “Bactérias acido
laticas na descontaminacgéo de aflatoxinas em leite bovino: uma revisao”, disponivel

de forma online, através do link: https://ciagro.institutoidv.org/ciagro/uploads/1488.pdf.

O artigo de revisdo também esta disponivel na revista “Ciéncia, Tecnologia e
Inovacdo: do campo a mesa, ISBN: 978-65-88970-00-3, volume 2, capitulo 51 e DOI
https://doi.org/10.31692/978-65-88970-00-3.v.2.797-817.

O artigo completo estd no Anexo A deste documento.



https://ciagro.institutoidv.org/ciagro/uploads/1488.pdf
https://doi.org/10.31692/978-65-88970-00-3.v.2.797-817
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6 Discusséao

O CB é um alimento com composic¢ao fisico-quimica de extrema importancia
para os bezerros, e a fermentagdo anaerdbia tem se destacado como forma de
conservacgao. Diversos estudos ja comprovaram que a composi¢cao da SCB é superior
ao colostro e ao leite, mas também tem demonstrado a presenca de micro-organismos
patogénicos, o que pode acarretar em doencgas para 0s animais que o consumirem.

Diante do exposto, a determinacdo de parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos para a SCB fez parte do objetivo do presente trabalho. Além deste, 0
grupo pretendia responder outros objetivos |) comparar a composicéao fisico-quimica
da SCB com o colostro in natura, Il) verificar se as bactérias acido laticas presentes
na silagem de colostro tinham a capacidade de descontaminar ou reduzir aflatoxinas.
Entretanto, em Marco de 2020 iniciou a pandemia do Coronavirus no Brasil e, em
virtude deste cenario, as atividades de laboratorio foram suspensas por tempo
indeterminado, impossibilitando a realizacdo dos experimentos.

Assim, o artigo “Bactérias acido laticas na descontaminagao de aflatoxinas em
leite bovino: uma revisdo” foi elaborado, visto que as aflatoxinas sdo compostos
toxicos legislados e inimeros estudos tém demonstrado alimentos com concentracdes

acima do limite legislado, e os experimentos serdo realizados posteriormente.

7 Concluséo e perspectivas futuras

Nossos resultados permitem concluir que a composigéao fisico-quimica da SCB
€ superior ao colostro e ao leite integral, quando comparada com a literatura. O teor
de acidez reduz com o aumento do tempo de fermentacdo e ha correlacdo entre os
solidos totais, o teor de proteina e as cinzas ao longo do tempo de fermentacdo. Os
micro-organismos identificados na silagem de colostro foram bactérias acido laticas e
outros organismos patdégenos, como Staphylococcus spp, Streptococcus spp.,
Escherichia spp., Bacillus spp. entre outros. Além disso, com base na revisdo da
literatura, foi possivel verificar a aplicabilidade das bactérias acido laticas na
descontaminacéo ou reducao das aflatoxinas em leite ou derivados.

Os trabalhos futuros visam determinar a composic¢éao fisico-quimica do CB para

comparar com a SCB obtida, padronizar a extracdo e quantificacdo das aflatoxinas
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em CB e SCB, verificar se o processo de fermentacao reduz os niveis de aflatoxina
na SCB, e identificar os micro-organismos do CB, visando a aplicagdao dos mesmos
para obtengdo da SCB em ensaio in vitro de descontaminag&do e/ou redugédo de

aflatoxina.
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BACTERIAS ACIDO LACTICAS NA DESCONTAMINACAO DE AFLATOXINAS
EM LEITE BOVINO: UMA REVISAO

LACTIC ACID BACTERIA IN THE DECONTAMINATION OF AFLATOXINS IN
BOVINE MILK: A REVIEW

Rosana Basso Kraus?; Pedro Rassier dos Santos?; Giniani Carla Dors?; Patricia da Silva Nascente*:
Rafael Guerra Lund?®

Resumo

As aflatoxinas sdo compostos quimicos toxicos produzidos por fungos do género Aspergillus
gue podem contaminar gréos e cereais, base para racdes utilizadas em bovinos. A aflatoxina
M, derivada da hidroxilagdo da aflatoxina B, € encontrada no leite, mas a aflatoxina Bi
também tem sido relatada e precisa ser avaliada, pois € mais toxica que a aflatoxina M. Assim,
0 objetivo deste trabalho foi revisar o efeito do uso de bactérias &cido laticas na
descontaminacéo de aflatoxinas Bi1e My presentes no leite e derivados lacteos. A aplicacdo de
bactérias &cido laticas em ensaios de descontaminacdo de aflatoxinas tem sido promissor.
Entretanto, a reducdo dos niveis de aflatoxinas presente no alimento depende da bactéria que
sera utilizada, bem como sua concentracdo, meio onde serd realizado o ensaio, nivel de
contaminacdo inicial, tempo de contato entre micro-organismo e a aflatoxina, e a estabilidade
desta ligacéo.

Palavras-Chave: aflatoxinas B1e My, descontaminacéo, leite, processamento de alimentos.

Abstract

Aflatoxins are toxic chemical compounds produced by fungi of the Aspergillus genus that can
contaminate graisn and cereals, the basis for feed used in cattle. Aflatoxin My, derived from the
hydroxylation of aflatoxin By, is found in milk, but aflatoxin B1 has also been reported and
needs to be evaluated, as it is more toxic than aflatoxin M. Thus, the objective of this study
was to review the effect of the use of lactic acid bacteria in the decontamination of aflatoxins
B1 and My present in milk and dairy products. The application of lactic acid bacteria in aflatoxin
decontamination trials has been promising. However, the reduction in the levels of aflatoxins
present in the food depends on the bacteria that will be used, as well as its concentration,
medium where the test will be performed, initial contamination level, contact time between
microorganism and aflatoxin, and the stability of this link.
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Keywords: aflatoxins B1 and Mz, milk, decontamination, food processing.
1. Introducéo

As micotoxinas sdo substancias resultantes do metabolismo secundario de
algumas espécies fungicas, principalmente Aspergillus, Fusarium e Penicillium (SWEENEY;
DOBSON, 1998) e podem acometer diversas culturas agricolas antes e/ou ap6s a colheita,
durante a secagem ou armazenamento (PITT; TANIWAKI; COLE, 2013). Dentre as
micotoxinas de maior ocorréncia nos alimentos destacam-se as aflatoxinas (AFLA), produzidas
por fungos do género Aspergillus, principalmente A. flavus, A. parasiticus e A. nomius
(PRANDINI et al., 2009), classificando-se em B (AFLAB: e AFLAB) e G (AFLAG: e
AFLAG:) (CREPPY, 2002).

O consumo de alimentos contaminados por AFLAB: pelos animais resulta na converséo
de 0,3 a 6,2% em AFLAM;, ou seja, ocorre a hidroxilacdo e os metabolitos hidroxilados sdo
convertidos em AFLAM; sendo liberados através da urina e/ou leite (CREPPY, 2002). A
presenca destes contaminantes no leite afeta a seguranca do alimento, pois sdo compostos
cancerigenos e mutagénicos, representando um problema de sadude publica, (BENKERROUM,
2019; WHO, 2018). Consequentemente, inUmeros paises elaboraram Limites Maximos
Tolerados (LMT) destas micotoxinas em alimentos.

A partir destas consideracOes fica evidente a necessidade de buscar alternativas que
minimizem a ocorréncia deste perigo na obtencdo do leite, pois as aflatoxinas sdo estaveis aos
métodos de processamento (IHA et al., 2013). Este estudo tem por objetivo revisar o efeito do
uso de bactérias &cido-laticas na descontaminacdo de aflatoxinas B1 e M1 presentes no leite e
derivados l4cteos.

2. Desenvolvimento
2.1 Aflatoxinas em Leite e Produtos Lacteos

O leite de boa qualidade deve apresentar baixos niveis de células somaticas e bactérias
totais, auséncia de micro-organismos patogénicos ou residuos quimicos como, por exemplo,
antibioticos (BRASIL, 2018, 2018a). Além disso, a composicao do leite cru ou pasteurizado
deve ter teores minimos de proteina, gordura e extrato seco desengordurado, 0s quais variam
de acordo com o tipo de leite que sera produzido (BRASIL, 2018) e em razéo da raca do animal
e do manejo (SOUZA; CARVALHO; MENDONCA, 2010).

Além das legislagdes exigidas com relacdo a qualidade do leite, h4 a Resolu¢do nimero
7, publicada em 18 de fevereiro de 2011, que estabelece o limite para AFLAM; para leite
liquido (0,5 pg kg™2), leite em po (5,0 ug kg™) e queijos (2,5 pg kg™) (ANVISA, 2011). Embora
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alguns trabalhos relatem a presenca de AFLAB: no leite (GONCALVES et al., 2018; SIBAJA
et al., 2019; BECKER-ALGERI et al., 2020) a legislacéo so apresenta LMT para AFLAM;. A
legislacdo de alimentos para consumo animal preconiza que qualquer matéria-prima a ser
utilizada diretamente ou como ingrediente para ragdes destinadas ao consumo animal néo
ultrapasse 50 pg kgt da somatdria de AFLAs (BRASIL, 1988). As principais legislacoes
internacionais para leite e produtos derivados, bem como de matérias-primas para consumo
animal sdo da Comissdo da Regulamentacdo da Unido Europeia (CRUE) e da Food and Drug
Administration (FDA) (COMISSAO DA UNIAO EUROPEIA, 2020; FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2020).

As AFLAs tém como caracteristica uma estrutura policiclica derivada de um nucleo
cumarina juntamente com um sistema bifurano e uma pentanona (AFLAB) ou lactona
(AFLAG) (BENNETT; KLICH, 2003). A International Agency for Research on Cancer
(IARC) (1993) considera a AFLAB1 um carcinégeno humano do grupo 1, enquanto a AFLAM1
é um provavel carcin6geno humano, pertencendo ao grupo 2B, em virtude da toxicidade da
AFLAB;: ser maior, quando comparada com a AFLAM: (CREPPY, 2002). As AFLAs tém
efeito carcinogénico, teratogénico, hepatotdxico, imunossupressor, atingindo principalmente o
figado e, dependendo do nivel de exposicdo, essa toxicidade pode ser aguda ou cronica
(BENNET; KLICH, 2003). Além da toxicidade, sdo compostos altamente estaveis aos métodos
de processamento como esterilizagdo comercial, pasteurizacdo ou fervura (AWASTHI et al.,
2012; BAKIRCI, 2001; FERNANDES et al., 2012; GOVARIS et al., 2002; IHA et al., 2013).

A ocorréncia de AFLASs tém sido relatada em graos, racdes e silagem de grdos (MOSS,
1998; O’BRIEN et al., 2005; SASSAHARA; NETTO; YANAKA, 2005; OMEIZA et al.,2018;
DADZIE et al., 2019), sendo preocupante, uma vez que o sistema digestivo dos animais ndo é
suficiente para degradar essas toxinas (OBREMSKI et al., 2009). A metabolizacdo da AFLAB:
ocorre no figado, através de um conjunto de enzimas do citocromo Paso, que sdo consideradas
hemoproteinas e ttm como funcdo a conversdo desses compostos xenobidticos em moléculas
mais hidrossoltveis (KLEIN et al., 2000; PEI et al., 2009). O principal metabdlito formado é
AFLAB:-8,9 epdxido, responsavel pelos efeitos toxicos agudos, mutagénicos e carcinogénicos
e a AFLAM: (MURPHY et al., 2006).

A ocorréncia das AFLAs é um problema mundial, e de acordo com estudo elaborado
por Becker-Algeri et al. (2016), a partir de dados coletados até 2015, foi possivel verificar que
a incidéncia de AFLAM; em leite e derivados lacteos é relativamente mais baixa nos paises
europeus (Portugal, Turquia, Italia e Croacia), independentemente do tipo de amostra. No

Brasil, devido a sua extensdo, diferencas de clima e producéo de leite e laticinios, os resultados
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da frequéncia variam conforme a porcentagem de ocorréncia da micotoxina (30,7% a 100%) e

sobre os niveis de contaminagio encontrados (0,0018 a 4,1 ug L™).

Além dos efeitos toxicos das AFLAS, a estabilidade durante o processamento € outra

problematica que vem sendo avaliada, assim como a transferéncia e a distribuicdo destas toxinas
nos derivados lacteos (ALAHLAH et al., 2020; DEVECI, 2007; HASSANIN, 1994; LOPEZ
et al., 2001; SCAGLIONI et al., 2014; TADESSE; BERHANU; WOLDEGIORGIS, 2020). O

Quadro 1 apresenta dados de ocorréncia de AFLAM: e AFLAB; em leite e produtos lacteos

nos Ultimos cinco anos.

Quadro 1. Frequéncia e ocorréncia de aflatoxinas em leite e derivados lacteos relatadas na

literatura.
Pais / Amostra Frequéncia Min - Max AFLAs
Autores (%)
Costa Leite (3/70) 4,3 <l4nglL?
Rica/ (22/70) 31,4 20 - 50 ng L
Chavarri (44/70)62,8 | 50— 500 ng L
aetal, (1/70) 1,4 > 500 ng L M
2015 Queijo (44170) 62,8 <23 ng kg™
(13/70) 18,6 20 — 50 ng kg
(13/70) 18,6) | 50 — 500 ng kg
Brasil / | Leite UHT (11/16) 69 0,005 - 0,042 pg kg*
Sartori Leite em pd (563/72) 74 0,08 - 1,19 pg kg*
etal., My
2015"
Sérvia/ | Leitecru (138/678) 20,3 | <0,025 pg kg™
Tomage (158/678) 23,3 | 0,026 — 0,05 pg kg
vié et (215/678) 31,7 | 0,051 — 0,5 pg kg™
al. 2015 (118/678) 17,4 | 0,51 1,0 ug kg’
' (49/678) 7,2 > 1,0 pg kgt
Leite tratado termicamente (121/438) 27,6 | <0,025 pgkg*
(174/438) 39,7 | 0,026 — 0,05 pg kgt
(131/438) 29,9 | 0,051 —0,5 pg kg
(12/438) 2,7 0,51 1,0 ug kg
Leite em po (45/67) 67,1 <0,025 pg kg
(5/67) 7,4 0,026 — 0,05 pg kg* M
(5/67) 7,4 0,051 - 0,5 pg kg* !
(1/67) 1,4 0,51 1,0 pg kg
(11/67) 16,4 > 1,0 ug kg
logurte (14/56) 25,0 <0,025 pg kg
(20/56) 35,7 0,026 — 0,05 pg kgt
(22/56) 39,2 0,051 - 0,5 pg kg
Sorvete (7/21) 33,3 <0,025 ng kgt
(3/21) 14,2 0,026 — 0,05 g kg
(11/21) 52,3 0,051 - 0,5 pg kg?
Formula lactea infantil (31/33) 93,9 <0,025 pg kg’

(2/33) 6,0

0,026 — 0,05 pg kg*
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Queijo branco (8/47) 17,0 <0,025 pg kgt
(11/47) 23,4 0,026 — 0,05 pg kg*
(26/47) 55,3 0,051 -0,5 pg kg?
(2/147) 4,2 0,51 1,0 ug kg?
Queijo duro (6/27) 22,2 <0,025 pg kgt
(5/27) 18,5 0,026 — 0,05 pg kg*
(8/27) 29,6 0,051 -0,5 pg kg*
(2127) 7,4 0,51 1,0 ug kg?
(6/27) 22,2 > 1,0 ug/kg
Outros lacteos (27/71) 38,0 <0,025 pg kgt
(16/71) 22,5 0,026 — 0,05 pg kg*
(27/71) 38,0 0,051 -0,5 pg kg*
(1/71) 1,4 0,51 — 1,0 pg kgt
Ird/ Leite cru bovino (54/64) 84,3 6,1 -188,2ng L*
Bahrami | Queijo (25/40) 65,5 52,5 — 272 ng kg
; logurte (10/42) 23,8 6,3 21,3 ng kg*
Shahbaz
i; My
Nikouse
fat,
2016"
Brasil / | Leite fresco (24/52) 46,2 <0,09 pg Lt
Gongalv (4/52) 7,7 0,1-0,25 ug L™
esetal., (3/52) 5,6 0,26 — 0,49 pg L M,
2017 (19/52) 36,5 >0,50 pg L
(2/52) 3,8 >1,00pugL?
Paquistd | Leite cru (veréo) (19/32) 59,4 0,4-2296ngL™*
o/ Leite UHT (verdo) (16/25) 64,0 0,4-190,8ngL*
Iqb_al; Leite em pd (verdo) (9/32) 28,1 0,4-1785ngL*
Asl; Leite com sabor (ver&o) (12/25) 48,0 0,4-110,1ng L™
Malik, | 750 rte (verdo) (11/30) 36,6 | 0,4— 158,2 ng L~
2017 logurte com sabor (verao) (10/25) 40,0 0,4-1025ngL? M
Leite cru (inverno) (29/42) 69 0,4-345.8ng L* '
Leite UHT (inverno) (26/35) 74,2 0,4-302,9ngL*?
Leite em po6 (inverno) (12/32) 37,5 0,4-278,4ngL*?
Leite com sabor (inverno) (15/28) 53,6 0,4-1983ngL*
logurte (inverno) (15/36) 41,6 0,4-196,3ngL*?
logurte com sabor (inverno) (17/30) 56,6 0,4—-220,5ng L
Brasil / | Leite integral (19/26) 73,1 60 - 3670/40—-150ng L*
Gongalv | Leite desnatado (7/11) 63,6 40 — 1050/ 40— 600 ng L*
es et 9'-, Leite semidesnatado (9/12) 75 90 -1400/-ng L
2018 Leite em po integral (6/10) 60 88— 2800/-ng L™ M. /B
Leite em p6 infantil (0/3) 0 -/- ng kgt v
Leite em pd integral — marca | (10/17) 58,8 32 - 724/- ng kg!
Leite em p6 integral — marca Il | (11/16) 68,7 213 -2216/—-ng kg*
Leite em p6 integral — marca Il | (17/17) 100 1280 — 2896 / - ng kg™
Turquia | Queijo Siirk (1/30) 3,3 < 0,035 pg kg™ B:
/ Sakin (13/30) 43,3 <0,1 ug kg B:1
(9/30) 30 0,1-0,25 pg kg B:1
(3/30) 10 0,25-0,5 pg kgt B:
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etal., (2/30) 6,7 05— 2 pg kg B,
2018 (2/30) 6,7 2 -5ugkg? B:
(26/30) 86,7 < 0,059 pg kgt B.
(4/30) 13,3 < 0,17 pg kg* B.
(25/30) 83,3 < 0,053 pg kgt Gi
(3/30) 10 < 0,14 ug kg G1
(2/30) 6,7 0,14 - 0,25 pg kg* G1
(5/30) 16,7 < 0,061 pg kg G
(6/30) 20 < 0,16 pg kg G2
(6/30) 20 0,16 — 0,25 pg kg'* G2
(8/30) 26,6 0,25 0,5 pg kg™t G2
(5/30) 16,7 0,52 pg kgt G2
(5/30) 16,7 < 0,033 ug kg M
(9/30) 30 < 0,07 pg kgt M,
(13//30) 43,3 | 0,07 — 0,25 pg kg'* M,
(3/30) 10 0,25 0,5 pg kg M
China/ | Leite pasteurizado (11/131) 8,4 <5ngL?
Xiong et (42/131) 32,1 5-499ngL?
al., (23/131) 17,5 | 50-99,5 ng L
2018" (12/131) 9,2 100 -1999 ng L* M
(43/131)32,8 | >200ng L™ L
Leite UHT (53/111) 47,7 <5nglL?
(56/111)50,5 | 5-49,9 ng L
(2/111) 1,8 50 — 99,5 ng L
Brasil / | Leite em p6 integral (30/30) 100 0,35-1,19 pug kg*
Sibaja et | Leite em p6 desnatado (6/6/) 100 0,46 1,03 ugkg™*
al., Leite em p6 sem lactose (9/9) 100 0,33 -1,18 pg kg™ M
2019" semidesnatado
Leite infantil em p6 (6/6) 100 0,20 - 0,34 ug kg™*
Brasil / Leite integral UHT — PR (35/93) 37,6 053-4,62/-ugL?
Becker- | Leite integral UHT — SC (35/93) 37,6 0,34-0,93/1,39-1,62 ug
Algeri et | Leite integral UHT — RS (23/93) 24,7 Lt
al., 2020 | | gjte semidesnatado — PR (24/61) 39,3 -/-pgL?
Leite semidesnatado — SC (23/61) 37,7 0,30-0,48/-pgL*
Leite semidesnatado — RS (14/61) 22,9 0,33-0,51/1,69-8,8ug | M1/Bs
Leite desnatado — PR (30/74) 40,5 L -
Leite desnatado — SC (24/74) 32,4 -/-pgL
Leite desnatado — RS (20/74) 27,0 032-054/-pgL*
0,34-0,42/-pug L*
-/-pgL*t
Libano / | Leite cru (289/701) 41,2 | < 0,011 pg L™
Daou et (123/701) 17,5 | 0,011 —0,024 pg L™
al., (93/701) 13,3 | 0,025 - 0,05 pg L™*
2020" (196/701) 28 | >0,05 pg L*
logurte (10/28) 35,7 <0,01lpgL?
(3/28) 10,7 0,01 0,024 pg L M
(5/28) 17,9 0,025 — 0,05 pg L
(10/28) 35,7 > 0,05 ug L
logurte coado (Labneh) (3/127) 11,1 <0,01lpgL?
(2/27) 7,4 0,025 - 0,05 pg L
(22/27) 81,5 > 0,05 pg L
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logurte Ayran (1/9) 11,1 <0,0lpgL?
(1/9) 11,1 0,010,024 ug L
(3/9) 33,3 0,025 — 0,05 ug L
(419) 44.4 >0,05 pg L
logurte aromatizado (3/10) 30 <0,01lpgL?
(3/10) 30 0,010,024 ug L*
(1/10) 10 0,025-0,05 pg L*
(3/10) 30 >0,05ug L?
Queijo Halloum (9/26) 34,6 <0,0lpgL?
(2/26) 7,7 0,010,024 ug L
(4/26) 15,4 0,025 — 0,05 ug L
(11/26) 42,3 > 0,05 pg L
Queijo Akkawi (8/20) 40 <0,01 g L?
(2/20) 10 0,025 - 0,05 pg L
(10/20) 50 >0,05 pg L
Queijo Double Cream (11/23) 47,8 <0,0lpgL?
(1/23) 4,3 0,010,024 ug L
(3/23) 13,0 0,025-0,05 pg L?
(8/23) 34,8 >0,05 pg L
(213) 66,7 <0,01 gLt
Queijo Bulgarian & Chanklish | (1/3) 33 > 0,05 ug L™
Argélia/ | Leite cru fresco (45/84) 53,57 <89nglL?
Moham (35/84) 41,66 | 89 —300 ng L
medi- (3/84) 3,57 301 - 500 ng L
Ameur (1/84) 1,19 >500 ng L* My
etal.,
2020
Etiopia/ | Leite pasteurizado industrial (56/56) 100 0,550 -1,41 pg Lt
Tadesse; | Leite cru local (52/52) 100 0,029 — 2,159 pgL*
Berhanu | ogurte industrial (83/83) 100 0,09 -4,01 g Lt
: | logurte local (10/10) 100 0,07 4,76 pg L™ M
Wo_ldegl Queijo industrial (72/72) 100 0,18 -5,58 pug L* '
2692'3' Queijo local (10/10) 100 0,08 — 3,86 pgL™
Manteiga industrial (72/73) 99 0,00-1,24 pg Lt
Manteiga local (6/10) 60 0,00-0,91 pg L1
China/ | Leitecru (100/133) 75,2 |5,3-36,2ng L*
Xiong et | Leite pasteurizado (337/410) 82,2 |51-104,4ngL* M
al., Leite UHT (77/98) 78,6 5,1-99,6 ng L '
2020

" Os estudos apresentaram somente dados das amostras positivas. — amostra ndo detectada.

Visando garantir a seguranca do alimento, métodos de descontaminacdo que

proporcionem a remogdo e/ou reducdo da micotoxina, sem a formacdo de residuos toxicos,

mantendo o valor nutricional e as propriedades tecnoldgicas dos alimentos, tem sido estudados
(CAMPAGNOLLO et a., 2016; PARK, 2002; SANTOS et al., 2014). Destacam-se 0s métodos

bioldgicos que fazem uso de enzimas ou micro-organismos, tendo como principal vantagem a
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eficiéncia quando comparado com as metodologias que fazem uso de agentes quimicos e fisicos
(FAZELI et al., 2009; WU et al., 2009).

2.2 Bacterias acido laticas

Os micro-organismos mais estudados para descontaminacdo das AFLAs tém sido as
bactérias acido laticas (BAL), uma vez que sdo reconhecidas por serem organismos seguros e
conseguirem se ligar com a toxina. As BAL sdo micro-organismos probidticos, que tém como
caracteristica a producédo de acido latico, sdo Gram-positivas, ndo produzem catalase e oxidase,
e podem produzir reuterina, reconhecida como antifingico, quando ha glicerol no meio que ird
ocorrer a fermentacdo (DALIE; DESCHAMPS; FORGET-RICHARD, 2010; GOURAMA;
BULLERMAN, 1995; LINDGREN; DROGOSZ, 1990). Os Lactobacillus spp. sdo um género
das BAL amplamente utilizado em alimentos crus, mas também podem ser aplicados em
alimentos fermentados para maior preservacao destes (GOURAMA; BULLERMAN, 1995).
Além disso, estas bactérias fornecem propriedades funcionais e melhorias sensoriais ao produto
(FABIAN et al., 2008).

A inibicdo do crescimento de micro-organismos produtores de AFLAS, bem como o
efeito do uso de BAL tem sido avaliados em estudos in vivo (ABBES et al., 2016; CHEN et al.,
2019; GOMAA; ABDELALL; EL-MAHDY, 2018; GUIMARAES et al., 2018; JEBALI et al.,
2018; NATEGHI et al., 2016; NDUTI et al., 2016; ONILUDE et al., 2005; SALAH-ABBES et
al., 2015), e alguns ja comprovaram a capacidade dessas bactérias em reduzir ou degradar niveis

da micotoxina in vitro (Quadro 2).

Quadro 2. Uso de bactérias &cido laticas na descontaminacdo de aflatoxinas em leite e

derivados lacteos.

Autores Micro-organismo (s) AFLAs/ Principais resultados
(ano) Meio de
descontamin
acao
Pierides et | Lactobacillus acidophillus M1 (0,15 ug | 77,0% de reducdo com L.
al (2000) LAL; L. gasseri ATCC 33323; | mL™1)/PBS, | rhamnosus GG viavel no
L. rhamnosus GG; L. leite integral | periodo de 4 h em PBS. 76,1%
rhamnosus LC-705; L. e leite de descontaminagdo usando L.
rhamnosus 1/3; Lactococcus desnatado rhamnosus LC-705 durante 24
lactis ssp. ARH74 h em PBS; 69,9 e 63,6% de
diminuicdo em leite desnatado
e integral.
Haskard et | Lactobacillus rhamnosus GG; | B1 (10 ng L. rhamnosus GG e L.
al (2001) L. rhamnosus LC-705; L. mL?1)/PBS | rhamnosus LC-705 ligaram
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acidophilus LC1; L. lactis
subsp. lactis; L. acidophilus
ATCC 4356; L. plantarum; L.
casei Shirota; L. delbrueckii
subsp. bulgaricus; L.
helveticus; Propionibacterium
freudenreichii subsp.
shermanii JS; Lactococcus
lactis subsp. cremoris;
Streptococcus thermophilus

789e76,5% em4h
respectivamente, e apés
lavagens com PBS mantiveram
49,5 e 37,8% da micotoxina.

Kabak; Var | Lactobacillus acidophilus Mz (5; 10; 20 | B. bifidum Bb13 vidvel em
(2008) NCC 12; L. acidophilus NCC | ng mL™)/ PBS, atingiu 26,6% de reducéo
36; L. acidophilus NCC 68; L. | PBSeleite | em 24 hcom 108 UFC mL™. O
rhamnosus; Bifidobacterium tratamento térmico das células
bifidum Bb13; B. bifidum NCC né&o proporcionou diferenca
381 significativa, exceto para L.
acidophilus NCC 12.
O B. bifidum Bb13 obteve
25,94% (5,0 ng mLY) e 27,3%
(20,0 ng mLY) de
descontaminacao nos ensaios
com leite, para células viaveis
ou ndo, respectivamente.
Bovoetal | Lactibacillus plantarum Ms (0,15 ug | O tratamento com calor teve
(2013) CTC368; Enterococcus avium | mL™no maior capacidade de ligagédo
CTC469; Pediococcus PBS) e (0,5 | com a aflatoxina, usando L.
pentosaceus TR570; L. ug Lt no rhamnosus. A estabilidade do
delbrueckii spp. bulgaricus leite) / PBS e | complexo foi mais estavel nas
LB340; L. rhamnosus leite células ndo viaveis. L.
HOWARU; Bifidobacterium desnatado bulgaricus atingiu 65,6 e
lactis FLORA-FIT BI07; L. 69,1% de ligacdo em PBS com
gasseri ATCC 33323 15 min e 24 h; no ensaio em
leite B. lactis obteve 37,6 e
32,54% de ligacdo em 4 e 37
°C.
Ghazvini et | Bifidobacterium bifidum PTCC | B1e G1(125 | B. bifidum diminuiu AFLAB;:,
al (2016) 1644; Lactobacillus fermentum | ppb); B2 e G2 | AFLAG:, e AFLAG2em
PTCC 1744; Aspergillus (25 ppb) / 99,9% e AFLAB; em 99,8%.
parasiticus PTCC 5286 Caldo L. fermentum reduziu em
triptico de 99,9% todas micotoxinas. B.
soja bifidum e L. fermentum
reduziram o crescimento
fangico em 81,6 e 77%,
respectivamente.
Sedaghat et | Lactobacillus plantarum PIN; | - / Queijo L. plantarum PIN (10® UFC
al (2016) L. plantarum CAG23; L. casei | fresco mL™) apresentou a melhor

D31; L. pentosus H39; L.
plantarum NBRC 107151; L.
plantarum KU13; Aspergillus

atividade antifdngica,
proporcionando um atraso de
19 e 22 dias no crescimento de
A. flavus e A. parasiticus,
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flavus PTCC 5004 e A.
parasiticus PTCC 5286

respectivamente a temperatura
de armazenamento em 4 °C.

Ismail et al | Lactobacillus plantarum M: (0,05; 0,1 | Houve 100% de ligag&o com S.
(2017) NRRL B-4496; L. helveticus ug LY/ cerevisiae e L. helveticus na
ATCC 12046; Lactococcus Leite mistura com 0s quatro micro-
lactis JF 3102; Saccharomyces organismos (10° células mL*
cerevisiae HR 1252 e 0,05 ug L de AFLAMy). L.
plantarum e Lactococcus lactis
obtiveram 80 e 76% de
ligacdo. A concentragéo de 0,1
ug Lt de AFLAM; gerou 92;
87; 85; 77 e 73% de ligacéo
com S. cerevisiae; a mistura de
todos organismos, L.
helveticus, L. plantarum e
Lactococcus lactis,
respectivamente.
Kamyar; Grupo 1 — Lactobacillus M1 (150; 200 | O maior nivel de diminuicéo
Movassagh | acidophilus; Bifidobacterium ;250 ng L) | da AFLA foi 65% aplicando L.
ghazani, BB-12; Streptococcus / Kefir acidophilus, B. BB-12, S.
(2017). thermophiles; grupo 2 — utilizando thermophiles e 200 ng L.
Lactococcus lactis subsp. leite
cremoris; Leuconostoc;
Lactococcus lactis subsp.
lactis; grupo 3 — Debaromyces
hansenii; Kluyveromyces
marxians subsp. marxianus
Sarlak et al | CH-1 (Streptococcus M1 (0,5 ppb) | L. acidophilus LA-5 (7 log
(2017) thermophilus; Lactobacillus / Leite UFC mL™) e pH final
delbrueckii subsp. bulgaricus); | fermentado | fermentativo em 4,5 em 28
L. acidophilus LA-5; dias de armazenamento,
Bifidobacterium animalis descontaminou 98,8% da
subsp. lactis Bb-12; L. casei AFLA.
LAFTI L26 e L. rhamnosus
HNO001
Taheur et al | Bactérias e leveduras isoladas | B1 (1 pug mL™ | Lactobacillus kefiri e
(2017) de gréos e leite do kefir B/ Leite e Kazachstania servazzii ligaram
em caldo 80 e 74% da AFLAB; em leite,
Man, Rogosa | respectivamente, a estabilidade
e Sharpe e do complexo liberaram 66 e
extrato de 35%, apos o tratamento em pH
levedura 7;3e8.
peptona e
dextrose
Abdelmotili | Lactobacillus plantarum DSM | Mz (50 ng A maior redugéo foi utilizando
betal 20174; L. acidophilus DSM mL7Y)/PBS | o efeito combinatorio das BAL
(2018) 20079; Bifidobacterium e leite tratadas termicamente na

bifidum DSM 20082;
Kluyveromyces lactis CBS

concentracdo de 5x10° UFC
mL1, conseguindo taxas de
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2359; Saccharomyces
cerevisiae ATCC 64712

87,9 € 90,9% em PBS e leite,
respectivamente.

Barukcic et | Bifidobacterium animalis M1 (50 ng Lactobacillus casei LC-01
al (2018) subsp. lactis BB-12, kgl) / Leite | obteve 58% de reducio,
Lactobacillus casei LC-01; fermentado proporcionando taxas de
cultura combinada ABT-5 de descontaminacao de ate 14
L. acidophilus La-2; BB-12 e dias.
Streptococcus thermophilus;
culturas comerciais de iogurte
Y C-380; mesofilos CHN-19;
kefir XPL-1
Delgado et | A proteina avaliada isoladaou | Bie G1/ O tratamento com a proteina e
al (2018) em combinagdo com Extrato de Debaryomyces hansenii
Debaryomyces hansenii levedura, FHSCC 253H inibiu o
FHSCC 253H e/ou extrato de crescimento do A. parasiticus
Pediococcus acidilactici fargo | levedura de 5 até 15 dias, com
35; Aspergillus parasiticus enriquecido | concentracOes de AFLAB:
CECT 2682 com cloreto | menores que 4 ppb (LOD) e
de célcio e AFLAG; menores que 1,5 ppb
queijo (LOD).
fermentado a
Seco
Ghanbari et | Lactobacillus plantarum 1058; | Expressdo do | A AFLAG: foi inibida a niveis
al (2018) L. delbrueckii subsp. lactis gene afIR / abaixo do limite de deteccéo e
1057; Aspergillus parasiticus | Microdiluicd | as AFLAB:, AFLABze
ATCC 15517 0 em caldo AFLAG; foram menos
detectadas na exposi¢do com
L. plantarum, obtendo
concentragdes 50600; 2200;
25600 e 78400 ppb,
respectivamente; A analise de
PCR demonstrou reducdo na
expressao do gene aflR, em
ambas as BAL.
Kuharic et | Lactobacillus plantarum SM1; | M1 (0,5 ug L™ | L. plantarum KM viavel ou
al (2018) L. plantarum SMB; L. 1/ Leite tratado termicamente foi capaz
plantarum MM; L. plantarum de ligar a AFLAM4, obtendo
KM; L. paracasei KM; L. 92,7 e 94,5% de ligagéo,
rhamnosus KM; L. plantarum respectivamente, em 4 h de
SMA,; L. plantarum SS1; L. cultivo.
helveticus S9; Lactococcus
lactis 5SMS1
Marrez et al | Lactobacillus acidophilus CH- | B1 (50 ng No caldo Man, Rogosa e
(2018) 2; Streptococcus thermophilus | mL™) / Leite | Sharpe as maiores reducdes de
CH-1; L. rhamnosus B-445; L. | integral e AFLAB;: ocorreram com S.
plantarum EMCC-1039 caldo Man, thermophilus CH-1, seguido de
Rogosa e L. plantarum EMCC-1039,
Sharpe com 65,7 e 57,7% de

descontaminacao. L. plantarum
EMCC-1039, L. rhamnosus B-
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445 e S. thermophilus CH-1
propiciaram descontaminacdes
de 85,2; 79,4 e 65,2%,
respectivamente, no leite.

Sokoutifar
et al (2018)

Lactobacillus acidophilus
PTCC 1643; L. plantarum
PTCC 1058

M1 (180 pg
mL1) / Leite
fermentado
industrial e
tradicional

L. plantarum PTCC 1058
apresentou maior eficiéncia a
37 °C com 100% de reducao
da micotoxina nos primeiros
10 dias para o leite fermentado
tradicional e industrial.

Sevim et al
(2019)

Bifidobacterium bifidum
ATCC 35914; B. animalis
subsp. animalis ATCC 27672,
Lactobacillus plantarum
ATCC 10697; culturas
iniciadoras de iogurte (L.
delbrueckii subsp. bulgaricus
RSKK 04087 e Streptococcu
thermophiles RSKK 01017)

M

(100 ng mL-
Y/ logurte e
PBS

A ligacéo da micotoxina em
iogurte sem a suplementacéo
da inulina obteve os melhores
resultados com B. bifidum e B.
animalis subsp. animalis apds
um dia de armazenamento com
60,8% de ligacdo. Apos 10
dias de armazenamento L.
plantarum e B. bifidum
atingiram 55,1% de ligacdo. A
adicdo de inulina obteve o
méaximo de ligacdo com L.
plantarum e B. bifidum, 70,5%
apos um dia de
armazenamento. O ensaio com
PBS obteve resultados de
ligagéo inferiores ao
encontrado no iogurte.

Wochner et
al (2019)

Lactobacillus acidophilus La-5

B1(3,25a
6,0ug L) e
M:(1,0a2,0
ug L)/
Leite

A maior reducédo de AFLAB:
foi utilizando a BAL, B-
glucana e polidextrose
atingindo 35,5%, e a reducéo
de AFLAM; foi de 71,5%. A
melhor condicdo experimental
foi 6,5 ug Lt de AFLAB: e 2,0
ug L de AFLAM; com tempo
de incubacao de 0 h e adicdo
de probidticos e inulina
(0,75%).

Gongcalves
et al (2020)

Lactobacillus rhamnosus;
Lactococcus lactis;
Saccharomyces cerevisiae

M1 (0,5 pg
kg™) / Queijo
Minas frescal

As BAL obtiveram 94% de
reducdo com 10 dias de
armazenamento. Avaliando
somente a levedura, atingiu-se
100% em 20 dias de
armazenamento. As BAL e a
levedura diminuiram 100% em
10 dias de armazenamento.




77

E possivel observar no Quadro 2, que a aplicacio de Lactobacillus plantarum, L.
rhamnosus, L. bulgaricus e Bifidobacterium bifidum, viaveis ou tratados termicamente, em leite
ou derivados lacteos, tém resultados promissores de descontaminagdo. Gongalves et al (2018)
atingiu niveis de 40 a 3670 ng L' de AFLAM; em leite, fazendo uso das condigBes
experimentais desenvolvidas por Sarlak et al (2017), que obteve 98,8% de descontaminacéo
em leite fermentado com contaminacdo inicial de 0,5 ppb para AFLAMy, utilizando
concentracéo inicial de BAL em 7 log UFC mL™* e temperatura de 40 °C com pH final em 4,5
e Taheur et al (2017), por meio do cultivo por 24 h a 25 °C, fazendo uso de leite contaminado
com 1 ug mL? de AFLAB;:, atingiu 80% de reducéo, demonstrando as possibilidade de
reducdes dentro das concentragdes nas diferentes legislacdes vigentes. Porém, a reducao destes
contaminantes dependera dos micro-organismos que serdo utilizados, das concentracdes de
BAL e de aflatoxina presente, tempo de contato entre bactéria e aflatoxina e, a estabilidade

deste complexo.

3. Considerac0es Finais

O uso de BAL em leite e derivados contaminados com AFLAM1 e/ou AFLAB1
com o objetivo de reduzir e/ou degradar estes contaminantes € uma alternativa promissora,
demonstrada pelos estudos apresentados nesta revisdo. Entretanto ainda é necessario elucidar o
mecanismo de ag&o entre 0s micro-organismos e as aflatoxinas, bem como avaliar a estabilidade

deste complexo a fim de garantir que estes compostos ndo oferecam risco a satde humana.
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