FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

INES DE FREITAS GOMIDE

VIABILIDADE DA SILAGEM DE COLOSTRO PARA BEZERROS
LEITEIROS

UBERLANDIA
2017



INES DE FREITAS GOMIDE

VIABILIDADE DA SILAGEM DE COLOSTRO PARA BEZERROS LEITEIROS

Tese apresentada ao Programa de Pods-
Graduagdo em Ciéncias Veterinarias, da
Faculdade de Medicina Veterinaria, da
Universidade Federal de Uberlandia, como
exigéncia parcial para obtencdo do titulo de
Doutora em Ciéncias Veterinarias.

Area de Concentracdo: Saude Animal

Orientadora: Prof2. Dr2. Alessandra Aparecida
Medeiros - Ronchi

UBERLANDIA
2017



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

G633v
2017

Gomide, Inés de Freitas, 1971

Viabilidade da silagem de colostro para bezerros leiteiros / Inés de
Freitas Gomide. - 2017.

87 f. :il.

Orientador: Alessandra Aparecida Medeiros-Ronchi.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Uberlandia, Programa
de Pos-Graduagao em Ciéncias Veterinarias.

Disponivel em: http://dx.doi.org/10.14393/ufu.te.2018.29

Inclui bibliografia.

1. Veterinaria - Teses. 2. Bezerro - Alimentacdo e ragdes - Teses. 3.
Colostro - Teses. 4. Silagem - Teses. I. Medeiros-Ronchi, Alessandra
Aparecida. II. Universidade Federal de Uberlandia. Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Veterinarias. III. Titulo.

CDU: 619

Angela Aparecida Vicentini Tzi Tziboy — CRB-6/947



VIABILIDADE DA SILAGEM DE COLOSTRO PARA BEZERROS LEITEIROS

Tese aprovada para a obtencgao do titulo
de Doutora no Programa de Péds-
Graduacgao em Ciéncias Veterinarias, da
Universidade Federal de Uberlandia,
pela banca examinadora formada por:

Uberlandia, 29 de setembro de 2017.

Prof2. Dra. Alessandra Aparecida Medeiros - Ronchi (Orientadora) - FAMEV/UFU

Profa. Dra. Daise Aparecida Rossi — FAMEV/UFU

Prof2. Dr2. Mara Regina Bueno de Mattos Nascimento — FAMEV/UFU

Profa. Dr2. Susana Elisa Rieck — IFTM/Campus Uberlandia

Profa. Dre. Fernanda Raghiante — IFTM/Campus Uberlandia



DADOS CURRICULARES DA AUTORA

INES DE FREITAS GOMIDE - Nascida em Uberlandia, Estado de Minas Gerais,
em 22 de junhode 1971, filha de Mauro Gomide e Virginia de Freitas Gomide.
Médica Veterinaria, graduada em 22 de Julho de 1994 pela Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia. Durante a graduagao objetivou
sua formagao principalmente na area de bovinocultura de corte e leite, realizando
estagios nas areas de manejo geral da bovinocultura e reproduc¢ao de bovinos de
corte. Em 1996 iniciou o mestrado em Ciéncia Animal da Universidade Federal de
Lavras, area de concentragao Nutricio de Ruminantes. Foi bolsista do CNPQ no
periodo de fevereiro de 1996 a fevereiro de 1998. Em 2006 especializou-se em
Nutricao e Alimentacado de Caes e Gatos pela Universidade Federal de Lavras. Em
2013 iniciou o doutorado no Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias
da Universidade Federal de Uberlédndia. Tem experiéncia nas seguintes areas:

Bioquimica Fisiologica, Fisiologia Animal e Bovinocultura de Corte e Leite.



“‘Nao ha diferencas fundamentais entre o
homem e os animais nas suas faculdades
mentais (...) 0s animais, como os homens,
demonstram sentir prazer, dor, felicidade

e sofrimento.”

Charles Darwin



Dedico este trabalho aqueles que sempre foram a

razdo do meu caminho profissional.



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus queridos e muito amados Heitor, Francisco, Hugo,
Mauro, Virginia, Eduardo, Amanda e Duda pelo amor, dedicacédo, paciéncia e
presenca constante em minha vida!! Amo vocés!!

A minha orientadora Alessandra Ap. Medeiros - Ronchi pela dedicacao,
profissionalismo, por ser um exemplo na docéncia com toda a sua determinacao,
responsabilidade e capacidade intelectual. Além de grande parceira e amiga. Meu
muito obrigado!!!

Agradeco a querida professora Daise Rossi!! Sem sua ajuda muito deste
trabalho nao se realizaria!!

A professora Mara Regina pelos bons papos e direcionamentos relacionados
a ambiéncia! Seu apoio foi fundamental!

Aos meus mais queridos amigos de sempre!! Ndo poderia me esquecer do
agradecimento especial a Susana, Rodrigo, Andrei, llka e Simone Raszl... alguns
mesmo a grande distancia geografica, sempre estdo presentes!!!

Aos colegas do LABIO!!! Todos!!! Meu muito obrigada pela ajuda, pelos bons
papos e pelo companheirismo durante o periodo em que tive o prazer de trabalhar
com Vocés.

Ao Guilherme Paz!!! O rei da paciéncia!!! Grande colega!! Meu muito obrigada
por sua ajuda!!!

Agradeco em especial a minha ex-aluna e futura colega de profisséo Jéssica
Peixoto, que sempre demonstrou afinco e muito profissionalismo em tudo o que
faz!!l Seu caminho sera brilhante!! Muito obrigada por sua ajuda em todos os
momentos deste trabalho!!! Foi fantastico contar com seu apoio!!

Aos colaboradores do setor de bovinocultura de leite pelo auxilio na coleta
das amostras, a Médica Veterinaria Carla, responsavel pelo setor de ordenha e, ao
Médico Veterinario Lednidas Ferreira, que ainda quando aluno da UFU, muito me
auxiliou no setor.

Aos meus queridos colegas de trabalho da fantastica sala 5 do IFTM!!
Susana, Fernanda, Cristiane, Adriana, Paulao, Daniel!!! O quer seria desta sala sem

vocésl!!!



A Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e ao Programa de Pds-
graduacdo em Ciéncias Veterinarias, em especial a secretaria Célia Regina, pela

oportunidade de realizar o curso de doutorado.



RESUMO

O uso de substituintes do leite na alimentagdo de bezerros é pratica necessaria para
a reducao dos custos de producgao e, o uso do colostro fermentado anaerobicamente
vem se tornando uma realidade por ser de facil obtengao e baixo custo. Esta tese foi
organizada em quatro capitulos, sendo o primeiro referente as consideragdes gerais
sobre a produgdo de silagem de colostro. O segundo capitulo objetivou analisar
microbiologicamente a silagem de colostro produzida em duas propriedades rurais
no Municipio de Uberlandia quanto a quantificacdo de coliformes totais, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, bactérias mesdfilas e enterobacterias. Apds 30 dias de
fermentacdo o produto apresentou-se seguro para o uso. Entretanto observou-se
30,7% (23/75) de perda por putrefacdo, o que propiciou a continuidade deste estudo.
No capitulo Ill objetivou-se avaliar o impacto da temperatura ambiente (TA) e da
amplitude térmica (AT) diaria no indice de perdas, determinar o impacto da TA na
temperatura superficial da embalagem (TSE) e verificar se com a aferigdo da TSE
pode-se determinar quais amostras ndo apresentarao fermentagdo adequada. Os
colostros de seis vacas leiteiras do rebanho da Universidade Federal de Uberlandia
foram utilizados para confeccionar 108 amostras de silagem de colostro que
permaneceram em processo fermentativo por 7, 14 e 28 dias. Destas, 46,4%
(43/108) apresentaram inadequacdes por putrefagdo. Concluiu-se que a média da
TA e a AT diaria afetam a fermentacgéo e tem efeito significativo sobre a TSE, porém,
a medigao da TSE nao € um método confiavel na determinacgao do indice de perdas.
No ultimo capitulo verificou-se a influéncia do pH, dos coliformes totais, fungos e
leveduras, bactérias lacticas e mesodfilas na adequacdo da fermentagdo e sua
relacdo com o indice de perda das amostras. Concluiu-se que o processo de
putrefacdo ocorreu a partir dos sete primeiros dias de processo fermentativo. A
contaminagao microbiana no decorrer deste processo foi reduzida pela acidificacao
e 0s niveis destas contaminagdes aos 28 dias podem garantir a seguranga na
utilizacdo da silagem de colostro na alimentacado de bezerros. Porém, o alto indice
de perdas por putrefagdo, provavelmente em decorréncia da contaminagao por
bolores e leveduras, demonstra a necessidade de rigido controle sanitario.

Palavras-chave: Fermentacido anaerébia. Putrefagcdo. Sucedaneo.



ABSTRACT

The use of milk substitute in calf feeding is a necessary practice to reduce production
costs. The use of colostrum fermented anaerobically has become a reality for having
low cost, but in the Tridangulo Mineiro region, presented high loss rates. This thesis is
divided into four chapters, the first one referring to the general considerations of the
topics covered in the others. The second chapter aimed to analyze the colostrum
silages of two rural properties in the city of Uberlandia in terms of quantification of
total coliforms, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, mesophilic bacteria and
enterobacteria. After 30 days of fermentation the product was safe for use. However,
30.7% (23/75) of putrefaction losses were observed, which allowed the continuity of
this study. In chapter Ill we aimed to evaluate the impact of the ambient temperature
(TA) and the daily thermal amplitude (AT) on the loss index. In addition, to determine
the impact of TA on the surface temperature of the package (TSE) and to verify if
through TSE gauging can determine which samples will not present adequate
fermentation. Colostrums were collected from six dairy cows from the Federal
University of Uberlandia's batch and 108 samples of colostrum silage were prepared,
which remained in the fermentation process for 7, 14 and 28 days. Of these samples,
46.4% (43/108) presented inadequacies due to putrefaction. It was concluded that
the mean of TA and daily AT affect the fermentation and has a significant effect on
the TSE, however, the TSE measurement is not a reliable method to determine the
loss index. In the last chapter, the influence of pH, total coliforms, yeasts and molds,
lactic bacteria and mesophilic bacteria on the suitability of the fermentation and its
relation with the loss index of the samples were verified. It was concluded that the
putrefaction process occurred starting from the seventh day of the fermentation
process. Microbial contamination during this process was reduced by acidification of
the pH, and the levels of these contaminations at 28 days can guarantee safety in the
use of colostrum silage in feeding calves. However, the high index of losses due to
putrefaction, probably due to contamination by yeasts and molds, demonstrates the

need for strict sanitary control.

Keywords: Colostrum Silage. Putrefaction. Substitute.
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CAPITULO 1

CONSIDERAGCOES GERAIS
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1 INTRODUGAO

O agronegécio € uma das principais atividades econbmicas do Brasil,
demonstrando rentabilidade, seguranga e tecnificacdo. A diversidade climatica e a
extensao territorial agriculturavel forneceu condigdes para que esta atividade tenha
sido responsavel por 23% do produto interno bruto (PIB) em 2016 (PERFARM,
2017) e com perspectiva de 2% de crescimento em 2017 (BRASIL, 2016a). Segundo
a Confederacao da Agricultura e Pecuaria no Brasil (CNA) o agronegdcio representa
48% das exportagdes totais do Pais (BRASIL, 2016a) e somente a agropecuaria
conta com 5 milhdes de produtores rurais que geraram mais de 600 bilhdes de reais
para a economia nacional (PERFARM, 2017).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) o
rebanho bovino brasileiro totalizou 215,2 milhdes de cabegas em 2015 (BRASIL,
2016b) sendo o Brasil um dos maiores exportadores de carne do mundo. Com os
sistemas de produg¢ado cada vez mais exigentes e com a menor margem de lucro faz-
se necessario o aumento na eficiéncia deste sistema de produgdo e uma das
alternativas € destinar os bezerros machos oriundos da pecuaria leiteira para a
engorda e abate, o que incrementaria a rentabilidade do produtor de leite. No Brasil,
estes animais sao normalmente descartados ou sacrificados ao nascimento, destino
diferente ao observado em diversos outros paises nos quais é utilizado para a
producao de carne (NEIVA et al., 2015).

A pecuaria leiteira brasileira descarta em torno de 10 milhdes de bezerros
leiteiros machos nascidos anualmente, sendo que estes poderiam ser destinados ao
abate, propiciando renda adicional ao produtor rural. Levando-se em consideracao a
possibilidade do abate aos 10 meses de idade com peso médio de 10 arrobas, pode-
se estimar a perda de 100 milhdes de arrobas de carcagas de excelente qualidade
anualmente (NEIVA e RESTLE, 2013). Porém, no Brasil, a produgéo de carne a
partir de machos oriundos da pecuaria leiteira ndo € muito utilizada devido ao custo
de criagado destes animais, principalmente nas fases de aleitamento (CALDAS, 2003)
e desmame. Este fator é limitante pelo custo dos substituintes do leite e o
arragcoamento que devem ser destinados a alimentacado destes animais. Os animais
holandeses e seus mesticos apresentam excelente taxa de crescimento na primeira

fase de vida (LUCCI, 1989) e, sendo o leite o principal alimento destes animais,
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porém, por ser um produto destinado a comercializagado sua utilizagdo € restrita as
fémeas de reposicao (SIGNORETTI et al.,1995).

Um dos produtos substituintes do leite e que pode ser utilizado na
alimentacao dos bezerros destinado ao abate é o excesso de colostro produzido na
propriedade, reduzindo desta forma os custos de produgdo. A utilizagao de leite ou
sucedaneos associados a alimentacgao solida pode ser vantajosa a partir da segunda
semana de vida, com o intuito de se antecipar o consumo de nutrientes (NRC,
2001). Alguns trabalhos foram desenvolvidos com colostro fermentado objetivando-
se estabelecer alternativas de uso de um sucedaneo eficaz, de baixo custo, e que
esteja associado a um plano nutricional (MODESTO et al., 2002).

O uso da silagem de colostro, quando bem produzida, pode ser uma
alternativa como substituinte do leite nas propriedades leiteiras, garantindo ganho de
peso e maior rentabilidade ao diminuir os custos no desenvolvimento destes animais
jovens. Saafeld (2006) estudou a administracdo da silagem de colostro na criagao de
bezerras da ragca Holandesa e obteve ganhos de peso médio diario de 823 gramas
no primeiro més e de 667 gramas durante seis meses. Ainda de acordo com este
autor, além dos excelentes resultados de desempenho produtivo dos bezerros, a
tecnologia trouxe beneficios econdmicos aos produtores, ja que 200 litros de leite
passaram a ser comercializados ao invés de serem fornecidos aos animais.

Porém, é necessario que o produtor manipule higienicamente o processo de
obtencdo do colostro e desenvolva condicbes de fabricacdo, armazenamento e
manejo adequado de oferta deste produto aos seus bezerros. Para Hodge e Jenny
(1983) problemas decorrentes do fornecimento de colostro fermentado, como a
diarreia por exemplo, podem ser atribuidos principalmente ao excesso de acidez (pH

inferior a 4,0).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas fisicas e a biossegurangca microbiolégica da

silagem de colostro produzida em propriedades rurais no municipio de
Uberlandia/MG.
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2.2 Objetivos especificos

- Observar o impacto da temperatura ambiente e da amplitude térmica diaria no

indice de perda de colostro durante o processo fermentativo anaerdébio,

- Determinar o impacto da temperatura ambiente na temperatura superficial da
embalagem,

- Observar a dinamica do pH e crescimento microbiano durante o processo
fermentativo anaerébio do colostro entre amostras que fermentaram adequadamente
e que nao apresentaram fermentacido adequada e determinar se esta dindmica

influenciou no indice de perdas.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Colostro como Suscedaneo

A primeira secregao da glandula mamaria apos o parto € denominada colostro
e trata-se de um produto nutricionalmente rico e fonte de imunoglobulinas e outras
substancias importantes para promoc¢ado do crescimento e protecdo do neonato
contra doengas infecciosas (GODDEN, 2009). Ele possui caracteristicas nutritivas
semelhantes ao leite, podendo ser fornecido in natura (NRC, 2001) ou fermentado
naturalmente (MATOS, 1996; SAAFELD et al., 2005). Sua composi¢cado nutricional
varia muito durante as primeiras horas pos-parto (Tabela 1), principalmente em
relagdo a concentracdo de proteinas, gorduras e lactose, sendo posteriormente
denominado leite de transicdo. Devido a esta composi¢cao, em particular, o colostro e
o leite de transicdo apresentam valor comercial nulo, ndo sendo aproveitado pela

industria.
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Tabela 1. Variagao na composigao percentual do colostro bovino, comparada com a

do leite bovino.

Componentes (%) Colostro (tempo po6s-parto) Leite Bovino
3 horas 72 horas
Gordura 6,80 3,72 3,50
Proteinas Totais 9,42 4,68 3,20
Proteinas do Soro 8,50 1,60 0,50
Caseinas 0,92 3,18 2,73
Lactose 2,38 4,27 4,60
Cinza 1,02 0,74 0,70
Solidos totais 19,62 13,41 12,00

Fonte: Heng (1999).

Geralmente o colostro é utilizado de forma inadequada por boa parte dos
produtores de leite, ndo permitindo o consumo na quantidade e frequéncia
adequadas aos bezerros leiteiros. O excedente do colostro geralmente é descartado
0 que demonstra o desconhecimento por parte dos produtores da utilizagdo de um
alimento nutricionalmente rico e de técnicas de conservagdo e armazenagem
(SAALFELD et al., 2005).

O colostro é produzido de forma estéril nos alvéolos da glandula mamaria e
sua contaminagao com micro-organismos inicia-se a partir do momento em que ele é
secretado através dos ductos mamarios (GARCIA, 1981) e Saafeld et al. (2005)
relataram que a incorreta preparagao da vaca para a ordenha (higiene), baldes ou
mamadeiras ndo higienizados e excesso de tempo entre a ordenha e a
amamentagao podem permitir a contaminagao do colostro fresco com bactérias.

Em estudo pioneiro sobre a qualidade do colostro in natura, Muller et al.
(1975) observaram alta contaminagdo microbiana no material, com valores de
1,7x108 UFC.mL"' para mesdfilos totais, sendo também verificadas contagens de
6,0x10* UFC.mL-" para coliformes e 1,4 x 107 UFC.mL"" para bolores e leveduras. Ja
Foley e Otterby (1978) reportaram menores contaminagbes ao avaliarem as
contagens de mesofilos totais (1,6 x 108 UFC.mL-"), bolores e leveduras (1,0 x 10?2
UFC.mL"), bactérias acido-lacticas (2,5 x 102 UFC.mL"") e coliformes (1,0 x 102
UFC.mL™").
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Arguello et al. (2003) relataram que um dos procedimentos mais estudados
em relagdo a utilizagcdo e preservacdo do colostro excedente € a confecgéo de
banco de colostro. Este banco possui como proposito garantir a imunizagdo de
bezerros a partir do congelamento desta secrecdo, que deve ser feita apds sua
qualificagdo em relagdo a concentragao de imunoglobulinas. Segundo estes autores,
geralmente o colostro das 72 primeiras horas apds o parto apresenta as melhores
concentragbes de imunoglobulina G e, portanto, pode ser utilizado para a
imunizagao de neonatos.

O colostro e leite de transicdo sao o6timas opg¢des para o aleitamento e,
geralmente, o volume produzido diariamente na propriedade € superior ao
necessario para o aleitamento dos bezerros, o que torna a conservacido e
armazenamento uma ferramenta importante. Além disto, o leite ndo comercializavel
(colostro e leite de transicdo) pode ser utilizado para aleitamento das bezerras e
bezerros, sendo importante recurso para redugdo de custos na bovinocultura de
leite. Por ser rico em nutrientes, alternativas para seu armazenamento sao
continuamente pesquisadas tais como a refrigeracéo, congelamento ou fermentagao
(CAMPOS e SILVA et al., 1986; SAAFELD, 2008).

3.2 Colostro Fermentado

A forma de armazenar o colostro e o leite de transicdo adequadamente nas
propriedades rurais € assunto estudado a décadas, sendo a refrigeracdo ou
congelamento considerados ideais (CARLSON e MULLER, 1977; FOLLEY e
OTTERBY, 1979). O uso destes métodos tem como entrave para o produtor rural o
custo dos equipamentos necessarios (geladeira e freezers), e na inexisténcia ou
deficiéncia de rede elétrica para a zona rural, exigindo que o produtor adquira
geradores de energia elétrica para manutencao de seus equipamentos. Portanto,
outras formas de armazenamento foram desenvolvidas e podem ser utilizadas com
sucesso, sendo importante a manutengao do valor nutricional e da seguranga
microbioldgica, ja que o produto sera utilizado na alimentagdo de animais jovens e,
portanto, mais susceptiveis aos disturbios gastrintestinais.

De acordo com Matos (1996) uma técnica de armazenamento do colostro é
na forma fermentada com o objetivo de conservar o valor nutricional e armazenar

grandes volumes. Segundo Modesto et al. (2002) o processo de fermentag¢ao natural
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foi desenvolvido como uma forma econémica de armazenamento, para se maximizar
0 uso e minimizar as perdas do colostro, constituindo-se em potente substituto ao
leite.

O processo fermentativo aerdbico do colostro in natura foi estudado entre as
décadas de 70 e 80 por diversos pesquisadores, e consistia no armazenamento do
colostro durante quatro semanas, em recipientes vedados com sacos plasticos, e
posteriormente no fornecimento varias vezes durante o dia aos bezerros
(SWANNACK, 1974; JENNY et al., 1977; FOLEY e OTTERBY, 1978).

De acordo com Drevjany et al. (1975) o colostro deve ser manuseado de
forma higiénica para evitar a contaminagdo microbiana e, posteriormente,
armazenado em recipientes com tampas. Apds o envase o material deve ser alojado
em ambiente com temperaturas inferiores a 25°C e homogeneizado diariamente
para neutralizar a separacao de sélidos, e preferencialmente, fornecido aos animais
dentro das primeiras semanas apos o armazenamento. O colostro com presenga de
sangue néo deve ser utilizado para a fermentacéo (KAISER, 1977).

Nos estudos de Carlson e Muller (1977); Daniels et al. (1977) e Folley e
Otterby (1979), o colostro fermentado demonstrou-se de baixo custo e, embora
resultados promissores tenham sido obtidos, a grande variabilidade no produto final
foi um dos motivos para que esta técnica de armazenamento ndo tenha sido
utilizada de forma intensificada. Segundo Jenny et al. (1977) maiores temperaturas
ambientais podem resultar em melhor colostro fermentado devido as maiores
contagens de Lactobacillus do que de enterobactérias. No entanto, a maior acidez e
sabor alterado deste produto podem reduzir o consumo e a aceitagcdo pelos
bezerros.

A presenga de patdogenos como Escherichia coli, causadora de colibacilose
em bezerros, e Salmonella spp. € um dos principais fatores de risco na utilizagao do
colostro fermentado inadequadamente, uma vez que esses micro-organismos ja
foram isolados em amostras de colostro armazenado a temperatura ambiente
(FOLEY e OTTERBY, 1978). Wray e Callow (1974) isolaram cepas hemoliticas de E.
coli (08:K85) que sobreviveram apds a fermentagéo por 36 dias a 21°C. Os mesmos
autores também estudaram a sobrevivéncia de Salmonella Dublin e Salmonella
Typhimurium em colostro fermentado e verificaram que somente em pH inferior ou
igual a 4,5 essas bactérias foram inativadas. Outros estudos demonstraram que

nesta forma de armazenamento, que o consumo pelos bezerros de colostro
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fermentado em putrefacdo e com presenca de odores desagradaveis pode ocasionar
alopecia e diarreias (CAMPOS e SILVA, 1986; JENNY et al. 1977, RINDSING e
BODOSH, 1977). Porém o uso do colostro fermentado naturalmente ainda é
preconizado na alimentacdo de bezerros em paises de clima temperado desde que
regras de higiene e manejo alimentar sejam rigorosamente seguidos (RODRIGUES,
2011).

Uma alternativa ao processo aerébico é a fermentagcdo anaerdbica
denominada silagem de colostro desenvolvida por Saafeld (2008) e que tem sido
adotada por propriedades rurais brasileiras, principalmente na regido Sul do Brasil.
O procedimento para a produgéo da silagem de colostro é simples e utiliza material
reciclavel como garrafas plasticas de politereftalato de etilenotipo (PET). Este autor
recomenda a higienizagdo de todos os insumos utilizados na fabricagdo com agua e
detergente neutro, além de pré dipping dos tetos e utilizagao de baldes higienizados
na coleta do colostro, assim como as maos do ordenhador. O colostro coletado é
disponibilizado nas garrafas pet que, uma vez repletas, devem ser hermeticamente
fechadas apo6s suave aperto manual em seu corpo para a retirada de ar. As garrafas
devem ser direcionadas para local limpo, seco e escuro onde s&do armazenadas por
21 dias. Apds este periodo a silagem de colostro ja pode ser utilizada na
alimentagao dos bezerros.

Devido a fermentacéao, a lactose € uma das fracdes que mais sofre alteragdes
ao longo do periodo de armazenamento. As bactérias acido-lacticas, responsaveis
pela redugdo do pH, utiizam a lactose como fonte de energia resultando na
producao de acido lactico. Embora a lactose seja a unica fonte de carboidrato
presente no colostro e, portanto, essencial para suprir as exigéncias energéticas dos
animais, poucos trabalhos com colostro fermentado apresentam os resultados dessa
fracdo. Saafeld et al. (2012b) observaram baixos percentuais de lactose, de 0% a
1,09%.

3.3 Microbiologia da Silagem de Colostro

O processo fermentativo anaerdbico é realizado pelas bactérias acido lacticas
(BAL) presentes naturalmente no leite e colostro (WOUNTERS et al., 2002). Estas
bactérias estdo distribuidas em diversos ecossistemas e sido reconhecidamente

utilizadas em processos para a producao comercial de alimentos fermentados,



22

bebidas alcodlicas e ensilados (HUERTAS, 2010). As BAL sao bastonetes curvos e
curtos, Gram positivas, as vezes na forma de cocos ou bacilos, geralmente imoveis,
nao formadoras de esporos. Sdo estritamente fermentativas, anaerdbicas, porém
aerotolerantes e geralmente catalase negativas (KANDLER e WEISS, 1986). No
processo de fermentacédo as bactérias acido lacticas transformam a lactose em seu
principal produto do metabolismo, o acido lactico (Figura 1), que promove a queda
do pH contribuindo para a conservacdo do colostro pois inibe o crescimento de
micro-organismos indesejaveis (COGAN e ACCOLAS, 1990; REDONDO, 2008).

2 NAD 2ZADP+ 2P

2 NADH, 2 ATP

Acido pirtvico ‘A_.

(3¢)

Acido piravico
(3c)

NADH, NADH,

Fermentacao
NAD Latica NAD
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(C,H,0,) (C.H.O0,)

www.sobiologia.com
Figura 1. Processo fermentativo das bactérias acido lacticas e seus subprodutos.

Fonte:http://www.sobiologia.com.br/conteudos/figuras/bioquimica/fermentacao_latica
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Algumas BAL integram o grupo dos probidticos na legislagdo brasileira
(BRASIL, 2002) por apresentarem caracteristicas que, quando aplicadas na
preparacdo de alimentos, proporcionam a reducdo do pH através do consumo de
carboidratos e producdao de acidos, por isso sao consideradas iniciadoras do
processo fermentativo de varios alimentos. Além desta caracteristica elas produzem
varias substancias antimicrobianas o que consequentemente, aumentam o tempo de

conservagao, pois inibe a proliferacdo de micro-organismos deteriorantes e
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patogénicos (PFEILER; KLAENHAMMER, 2007) que s&o normalmente encontrados
no leite e no colostro tais como fungos, leveduras e enterobactérias. Dentre as
substancias antimicrobianas produzidas pelas BAL pode-se citar acidos organicos,
peréxido de hidrogénio, bacteriocinas, diacetil e didxido de carbono.

Segundo Azevedo et al. (2009) a contaminagdo do colostro e leite de
transicao por micro-organismos ocorre posteriormente a sua secrecao pelos alvéolos
da glandula mamaria, e depende de varios fatores envolvidos no manejo dos
animais, estrutura fisica e utensilios utilizados na ordenha, armazenamento e
processamento dos mesmos. Por isso, deve-se evitar utilizar colostro proveniente de
animais com historico de mastite e promover ordenha em condi¢des higiénicas para
a produgao da silagem de colostro.

Varios micro-organismos patogénicos podem ser encontrados nestas
secregdes lacteas decorrentes de contaminagdes indesejadas, tais como Listeria
monocytogenes (OLIVER et al., 2005), Staphylococcus aureus (CREMONESI et al.,
2007; OLIVER et al., 2005) e Escherichia coli (KAILEGYAN et al., 2008). A presenca
destes micro-organismos em desequilibrio pode ser responsavel pela deterioragcéo
do produto durante o processo fermentativo e a variagdo no periodo de
armazenamento além de representarem um risco real para a ocorréncia de
disturbios gastrointestinais e aumento da mortalidade de bezerros (FERREIRA et al.,
2013).

Saafeld et al. (2013) relataram a presenga das bactérias Lactobacillus spp.,
Staphylococcus spp., Escherichia spp., Klebsiella spp., Bacillus spp. e leveduras do
género Candida spp. na silagem de colostro até 14 dias de fermentagdo. Segundo
os autores, a partir de 21 dias de fermentagcdo foram isoladas apenas bactérias do
género Lactobacillus spp.. Saafeld et al. (2012a), demonstraram que apds a
fermentacdo anaerdbica o colostro mantém caracteristicas nutricionais e apresenta
inativacado de bactérias patogénicas, mantendo o Lactobacillus spp. viavel.

O pH ideal para a silagem de colostro varia de 3,55 a 4,39 pois nessa faixa,
ocorre fermentacdo adequada do material armazenado, em funcao da transformacgao
da lactose em acido lactico que leva a queda do pH e, consequentemente, permite
boa conservacdo do material com reducdo do crescimento de micro-organismos
indesejaveis (SAALFELD, 2008). O colostro fermentado apresenta declinio do pH de
valores iniciais entre 5,6 a 6,8 para valores proximos de 4,5 em poucos dias de

fermentacdo, chegando a valores abaixo de 4,0 quando armazenado por periodos
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prolongados (FERREIRA et al., 2013). Azevedo et al. (2009), avaliaram a curva de
pH e as caracteristicas microbiolégicas do colostro fermentado em laboratério a
25°C, durante 34 dias. Concluiram que o colostro obtido no primeiro dia apds o parto
nao sofre processo adequado de fermentacio, possivelmente devido aos maiores
teores de tampao bicarbonato.

Geraseev et al. (2011) ao avaliarem microbiologicamente a silagem de
colostro verificaram que o material com caracteristicas de boa fermentacgao,
apresentou auséncia de crescimento de representantes dos grupos das
Enterobacteriacea, Staphylococcus spp. e fungos. O cultivo microbiano indicou
presenca de bactérias com caracteristicas morfolégicas compativeis com
Lactobacillus spp. para todas as amostras avaliadas com boas caracteristicas de
fermentacao.

Em estudo na mesorregido norte de Minas Gerais, Brasil, Azevedo et al.
(2009) avaliaram a curva de pH e as caracteristicas microbiolégicas da silagem de
colostro durante 34 dias. Verificou-se que o pH ndo apresentou redu¢ao adequada,
atingindo média de 5,41, o que nao favoreceu o crescimento de Lactobacillus spp..
Segundo Claesson et al. (2007), essas bactérias possuem crescimento 6timo em pH
que varia entre 4 a 5. A silagem de colostro com média de pH superior a 5 favoreceu
o crescimento de micro-organismos potencialmente patogénicos como
Enterobacteriaceae e Staphylococcus spp. em contagens superiores a 1 x 107 UFC
mL-' em 42,9% e 37,5% das amostras, respectivamente.

Alteracdes indesejaveis foram observadas na silagem de colostro que
apresentou inadequacado durante seu processo fermentativo caracterizadas por
dilatagdo da garrafa, alta produgcdo de gases e odor putrido. Os cultivos indicaram
positividade para Enterobacteriacea, Staphylococcus spp. e fungos, além de
concentracoes inferiores de Lactobacillus spp. (GERASEEV et al., 2011).

No trabalho de Viegas et al. (2009) nao foi possivel determinar a causa da
putrefacao do colostro fermentado, uma vez que a populacédo de enterobacteriaceas
e de estafilococos foram encontrados em niveis aceitaveis e Lactobacillus spp.
esteve presente em quase todas as amostras. A prevaléncia da populagdo de
fungos e leveduras pode ser um dos fatores responsaveis pelo aspecto putrido e
pelo odor das amostras, e sua dominancia pode estar relacionada a elevada
temperatura, em média 29,4°C, sob a qual as garrafas ficaram armazenadas. Em

outro trabalho, a silagem de colostro armazenada em temperatura mais elevada
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(32,5°C), apresentou contagens de bactérias acido lacticas e enterobactérias mais
baixas e contagens maiores de leveduras quando comparado ao material
fermentado em temperaturas inferiores (22,5°C) (AZEVEDO e DUARTE, 2013).
Segundo Meinershagen (1993) em temperaturas mais altas ocorre, rapidamente, a
formacdo de mofo no material. Porém, segundo Ferreira et al. (2013), devido a
fermentagcdo do colostro estritamente anaerdbica, o pH é reduzido de maneira
eficiente pela fermentacdo de bactérias acido-lacticas e até mesmo pelas
enterobactérias presentes nos primeiros dias, o que inibe o desenvolvimento de
leveduras e bolores quando o pH atinge valores menores que 4,0 (ORNELAS et al.,
2014). De acordo com Azevedo e Duarte (2013) o odor, a consisténcia e o pH séo
parametros que devem ser observados com atengdo pois podem refletir as
caracteristicas fisicas e microbioldgicas da silagem de colostro.

A alteragdo de compostos nitrogenados apresenta bastante controvérsia em
diversos experimentos, e geralmente, dependem das condigdes ambientais nas
quais o colostro foi fermentado. A proteina bruta diminuiu ao longo da fermentagao
do colostro de acordo com Ferreira et al. (2013), passando de 18,5% do colostro in
natura, para 11,99% no final de um periodo de 56 dias de fermentacao.

Saafeld et al. (2012b), observaram valores de matéria seca (17,91 a 23,32%),
proteina (6,36 a 14,45%) e gordura (2,7 a 4,9%), e constataram que apds o
processo de fermentagdo os nutrientes iniciais foram mantidos. Segundo Mbuthia et
al. (1997), durante o armazenamento, as imunoglobulinas presentes no colostro
parecem pouco alteradas, embora seu efeito imunolégico ou como fonte proteica
para nutricdo de bezerros em aleitamento tenham sido pouco estudados.

A gordura parece ser a fragdo que menos sofre alteragdes durante o
processo fermentativo. Segundo Robinson e Tamine (1999) a degradagédo de
gorduras presente no leite € menos frequente devido a baixa concentragdo de
lipases produzidas pelos micro-organismos. Ferreira et al. (2013) verificou pequeno

efeito do tempo de armazenamento nas concentragdes de gordura.

3.4 Influéncia da Temperatura Ambiente na Fermentagdao Anaerdbica do

Colostro

Durante o processo de fermentagdao do colostro, podem ocorrer perdas em

fungdo da metodologia de coleta e armazenamento, fazendo-se necessaria a
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caracterizagao fisica e microbiolégica do material fermentado (VIEGAS et al., 2009).
Um dos fatores envolvidos no aumento da perda na produgao da silagem de colostro
€ a alta temperatura média ambiental que afeta negativamente o processo
fermentativo.

A produgao da silagem de colostro quando realizada em regides quentes
produzem indices altos de putrefagdo do produto, sendo recomendavel o
armazenamento em ambiente fresco e com temperaturas abaixo de 25°C (FOLEY e
OTTERBY, 1978). Segundo Meinershagen (1993) a temperatura ideal de
armazenamento esta entre 5 e 27°C, e em temperaturas mais altas pode ocorrer a
decomposicao de proteinas e alta taxa de acidez aceleradamente.

Segundo Jenny et al. (1977) quando a fermentagdo ocorre adequadamente
em temperaturas médias de 25 a 27°C, raramente ocorre desenvolvimento de
odores indesejaveis. No entanto, temperaturas superiores durante o armazenamento
podem favorecer a putrefacdo do material. Estudos indicam que a fermentacédo no
intervalo entre 32 a 39°C ocasionou a formacédo de odores putridos apos sete a 16
dias de armazenamento (MULLER e SYHRE, 1975; RINDSIG e BODOSH, 1977).

Segundo Ferreira et al. (2013), mesmo que a fermentagdo anaerdbia do
colostro seja boa alternativa para o armazenamento do excedente de colostro, a
temperatura com que o mesmo é armazenado durante o processo de fermentacao
influencia diretamente a velocidade e intensidade da degradagdo dos principais
nutrientes, tais como a caseina e a lactose. Além disto, pode ocorrer o crescimento
de micro-organismos indesejaveis, tornando seu uso inadequado como substituto do
leite para bezerros leiteiros, particularmente quando a fermentagao é realizada em
climas quentes (AZEVEDO et al., 2014).
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ABSTRACT: This study aimed to verify the microbiological suitability of silage produced
colostrum for feeding calves from the second week of life. For the production of silage,
colostrum obtained from 1 to 5 days postpartum was used on a farm in the city of
Uberlandia/MG. Colostrum was immediately stored in plastic bottles with 237 ml capacity,
previously sanitized. After 30 days of fermentation at room temperature and shaded area, 75
samples of silages were harvested for quantitation of total coliforms, heterotrophic mesophilic
bacteria, Escherichia coli, Staphylococcus aureus and enterobacteria. For data analysis we
used the nonparametric Kruskal- Wallis and later the comparison average posts test, with 95%
of significance level. From the produced silages, 23/75 (30.7%) did not properly fermented
for they presented putrid odor, reddish or brown color and gas production. It was observed
only one difference (p < 0.05) in silages produced from fresh colostrum collected on different
postpartum days, to the counts of mesophilic bacteria and total coliforms. The scores of all
micro- organisms were within acceptable scores for consumption of calves , except for total
coliform numbers in which 07/75 (9.3%) were above the recommended count (up to 1,0 x 10*
CFU.ml!). The collection day of colostrum did not alter the microbiological quality of silage,
which showed appropriate parameters for your offer as milk replacer for calves.

KEY - WORDS: Coliforms, milk replacer, Escherichia coli, fermentation, storage,
mesophilic bacteria.

SILAGEM DE COLOSTRO POSSUI QUALIDADE MICROBIOLOGICA PARA
SUBSTITUIR O LEITE PARA BEZERROS

RESUMO: Objetivou-se verificar a adequagdo microbiologica de silagem de colostro
produzida para alimentacdo de bezerros a partir da segunda semana de vida. Para a produgao
da silagem, foi utilizado o colostro obtido de 1 a 5 dias pos-parto em uma propriedade rural
no Municipio de Uberlandia/MG. O colostro foi imediatamente armazenado em garrafas pet
com capacidade de 237 mL, previamente higienizadas. Apds 30 dias de fermentacdo em
temperatura ambiente e local protegido da luz, amostras de 75 silagens foram colhidas para
quantificagdo de coliformes totais, bactérias heterotréficas mesofilas, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e enterobactérias. Para andlise dos dados utilizou-se o teste nao
paramétrico de KrusKal-Wallis e posteriormente, teste de comparagdo de postos médios, com
significancia de 95%. Das silagens produzidas, 23/75 (30,7%) ndo fermentaram
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adequadamente por apresentaram odor putrido, coloracdo avermelhada ou marrom e producao
de gas. SO foi observada diferenca (p<0,05) entre silagens produzidas a partir do colostro
fresco coletado em diferentes dias de pos-parto, para as contagens de bactérias mesofilas e
coliformes totais. As contagens de todos os micro-organismos encontravam-se dentro dos
aceitaveis para o consumo de bezerros, com excecdo dos numeros de coliformes totais, em
que 07/75 (9,3%) apresentaram contagem acima do recomendado (até 1,0 x 10* UFC.mL™!). O
dia de coleta do colostro ndo alterou a qualidade microbiologica da silagem, que apresentou
parametros adequados para sua oferta como sucedaneo do leite para bezerros.

PALAVRAS — CHAVE: Coliformes, sucedanco do leite, Escherichia coli, fermentagao,
armazenamento, bactérias mesofilas.

INTRODUCTION

According to Neiva and Restle ) in 2011, 23.5 million cows were milked in Brazil.
Considering that 50 % of the calves of these cows are male, with 90% survival rate, it is
estimated that approximately 10 million dairy calves would be available for the production of
meat during the year, providing additional income to farmers. However, it is known that part
of the flock is disposed, which is driven by the cost of these animals to the milk producer. The
use of milk replacers and feeding for maintenance of these calves increase the costs of the
production system and therefore are preferably intended for creation of female calves, future
dairy cows of the property. However , according to Thaler Neto ) the crossbred calves have
some advantage in health terms in its initial development and growth similar to the pure
Holsteins, and , unlike what happens in Brazil, in developed countries 100% of dairy calves
are intended for meat production and not to discard (V. Thus, it is feasible to consider using
the excess of colostrums produced in the property as milk substituent in the feeding of dairy
calves from the second week of life, reducing production costs and making this system an
additional source of income for the milk producer.

Colostrum is used improperly by most of dairy farmers, not being allowed its use in
adequate quantity and frequency to calves. Its surplus is usually discarded demonstrating
ignorance by producers in the use of a nutritionally rich food, subject to conservation and
storage. One of the techniques developed for the storage of the feed is anaerobic fermentation
of silage called colostrum silage, which aims to store large volumes preserving their
nutritional value .

On the other hand, according to Godden ¥, colostrum’s may represent one of the
first opportunities for exposure of calves to infectious agents. The time between milking and

the offer of this replacer to calves can allow the multiplication of spoilage and present
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pathogens, preventing their use in feed for calves ©). The aim of this study was to analyze
microbiologically silage of colostrum produced in rural property in the Municipality of
Uberlandia/MG and verify its microbiological biosafety for the consumption of calves from

the second week of life.

MATERIAL AND METHODS

Colostrum was obtained from the manual milking of 20 crossbred dairy cows in a
farm located in the Municipality of Uberlandia/MG. In clinical evaluation, the females used in
the project were in satisfactory health and reproductive conditions and were kept in semi-
confinement regime, supplemented with corn silage, soybean meal, soybean peel, mineral salt
and commercial feed. Females had access to grazing Brachiaria decumbens, water and
mineral salt ad libitum. Milking was performed on an environment provided with thermal
comfort, respecting animal welfare standards.

Before the trial, those responsible for milking the property were trained to carry out
the collection, packaging and storage of colostrum for the purpose of production of silage.
Therefore , the surplus colostrum of the first milking of the day, between the 1st and 5th day
after delivery , was collected in containers cleaned with detergent and boiling water,
according to the methodology proposed by Saalfeld © and placed in pet bottles of 237 mL. At
the time of packaging, colostrum was made available to the edge of the plastic bottle, and,
after light pressure to remove the oxygen, was sealed. The bottles were labeled with the date
of collection and number of days after birth and stored in the dark at room temperature for 30
days. There was no control of temperature and humidity.

Seventy five (75) silages colostrum were analyzed, where 13 were obtained from the
colostrum produced in the 1st day after delivery (T1), 15 Day 2 (T2), 18 day 3 (T3), 16 Day 4
(T4) and 13 silages from colostrum from the 5th day after delivery (T5). The analyses were
performed on Applied Biotechnology Animal Laboratory at the Faculty of Veterinary
Medicine of the Federal University of Uberlandia., total coliforms were quantified,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, heterotrophic mesophilic bacteria and
enterobacteria.

For the counting of mesophilic aerobic bacteria, enterobacteria and Staphylococcus
aureus, chromogenic media were used disposed in AC Petrifilm, Petrifilm STX and EB
Petrifilm (3M) dewatered boards, respectively. For determination of total coliforms and

Escherichia coli, was adopted the Compact Dry EC technique (Dupont Qualicon ) . The
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procedures were performed according to the manufacturer. The methods have their use
authorized by the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply - MAPA .

The design for the analysis of the data was completely randomized (DIC), using the
evaluation, the nonparametric Kruskal- Wallis, and later, the comparison test medium posts.
The significance level was 95 %.

This study was submitted for review by the Ethics Committee on Animal Use -

CEUA the Federal University of Uberlandia, protocol 071/15.

RESULTS AND DISCUSSION

Similar to that observed by Viegas et al. ®, which found 40 % of losses in silage of
colostrum, in this study, 23/75 (30.7%) samples were considered inadequate for presented
brown or reddish color, putrid odor and gas production. These characteristics are undesirable
and result in rejection of food by animals. Both, in our samples as in Viegas et al. ® we could
not determine the cause of poor fermentation because the assessed microbial populations were
at acceptable levels.

In the fermentation process there is transformation of lactose into lactic acid,
promoting the decrease in pH, contributing to the conservation of colostrum inhibiting the
growth of undesirable microorganisms. These bacteria are divided into two groups, the
mesophilic that have great growth between 20°C to 30°C, and thermophilic between 30°C to
45°C O, the latter being the likely bacteria responsible for fermentation of colostrum in the
Brazilian conditions.

According to Ferreira 1% the group of microorganisms that has the highest
development in the early days of ensiling is the colostrum of lactic acid bacteria (LAB),
which are responsible for fermentation and considered desirable to the preservation process.
However, other factors may interfere with the presence and multiplication of LAB, resulting
in inadequate fermentation and loss of quality. Sanitary conditions in getting colostrum and
storage are, according to Viegas et al. ®), situations, which may interfere with future
fermentation.

Only counts of mesophilic bacteria and total coliforms (Tables 1 and 2) obtained
from 75 silages showed differences (p < 0.05) when compared to colostrum obtained from
one to five days after delivery. McGuirk and Collins 'V recommend that fresh colostrum

should have mesophilic bacteria counts lower than 1.0 x 10> CFU.mL"
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TABLE 1. Heterotrophic bacteria in mesophilic colostrum silage.

Mesophilic Tl T2 T3 T4 T5
bacteria n=13 n=15 n=18 n=16 n=13
CFU.mL"!

<100 01 03 05 03 04
100-2.000 03 07 06 07 05
2.001-5.000 02 02 01 03 02
5.001-7.000 - - 01 01 -
7.001-10.000 01 01 01 02 02
10.000-20.000 06 02 04 - -

Overall average 8,7x10%® 33x10°% 42x10°% 28x10°*® 1,9x10%®

T1 to TS5 = silage of colostrum produced from post partum colostrum of day 1 to day 5,

respectively. Different letters in the same row were statistically different (P < 0.05).

Colostrum is sterile when excreted in the alveoli of the mammary gland, but after
passing the milk ducts suffers contamination and can be a source of pathogens for the calf (2.
During and after milking, hygiene factors such as the mammary gland, milking management,
improper storage or equipment used for feeding the calves are the main sources of
contamination 4-!1:12),

It is likely that most mesophilic bacteria counts observed in colostrum obtained on
the first postnatal day and lower on the fifth day (p < 0.05) is due to the fact that cows remain
semi-confined only after delivery and the period before in grazing, which favors a greater
microbial contamination of the udder. Despite the significant difference, the higher average
mesophilic count observed on the first day postpartum is probably not sufficient to cause
gastrointestinal disturbances in calves, since most of the samples were within the acceptable
standards for fresh colostrum which is 1.0 x 10> CFU.mL"" 1D,

To ensure the microbiological safety of consumption for calves, milk should have

total coliform count less than 1.0 x 10* CFU.mL™! Y. Among the 75 analyzed colostrum
g

silages, 68/75 (90.7 %) had scores in this group of suitable microorganisms.
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TABLE 2. Total coliforms in silage of colostrum.

Total Coliforms Tl T2 T3 T4 TS
CFU.mL"! n=13 n=15 n=18 n=16 n=13
<100 01 06 06 10 08
100-2.000 07 05 08 03 04
2.001-5.000 02 02 02 02 -
5.001-7.000 - - - - 01
7.001-10.000 - - 01 - -
10.000-20.000 03 02 01 01 -

Overall average 45x10% 29x103 18x103% [5x10% 52x10?%®

T1 to TS5 = silage of colostrum produced from post partum colostrum of day 1 to day 5,

respectively. Different letters in the same row were statistically different (P < 0.05).

The average total coliform counts in the silage from cow colostrum on the first day
postpartum was higher (p < 0.05) than those of other periods. Nevertheless, the majority of
the counts of the samples 90.7 % (68/75) were within the standard recommended by McGuirk
and Collins D, likely due to growth inhibition by acidic pH !¥. In addition, lactic acid
bacteria have the ability to produce antimicrobial compounds known as bacteriocins and other
inhibitory substances such as hydrogen peroxide, diacetyl, oxygen metabolites, among others,
which may have aided in the growth control of coliform bacteria ¥,

Among the 75 analyzed samples, 7/75 (9.3%) had total coliform count exceeding the
recommended by McGuirk and Collins !V, a maximum of 1.0 x 10* CFU.mL"'.

The microflora present in colostrum and other dairy products is variable and
depends on the pre and post milking care ). Thus, while the colostrum naturally presents a
number of microorganisms, care with hygiene is essential to avoid problems during
fermentation. According to Stewart et al. !? the bacteria present in colostrum may be
responsible for most cases of sepsis or diarrhea in calves during the first weeks of life. This
reinforces the importance of fermentation to ensure the safety of colostrum given to calves.

There was no difference between the Escherichia coli counts, Staphylococcus

aureus and enterobacteria (p > 0.05) in silages colostrum from cows milked after 1-5 days
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postpartum. Of the total samples analyzed 65/75 (87 %) had counts less than 1.0 x 102
CFU.mL"! of E. coli; 53/75 (70.7%) counts less than 1.0 x 10> CFU.mL"! of Staphylococcus
aureus. About enterobacteria, 49/75 (65.3%) lower counts than 1.0 x 10> CFU.mL"!, which
are below the limit of 1.0 x 105 CFU.mL" of bacterial contamination recommended by
Godden . According to Peres (!9, the E. coli contamination present in fresh colostrum is
around 2 x 10* CFU/mL"!, and this count doubled every 20 minutes in warm colostrum, at
room temperature for two hours, the count of the bacteria may reach 1.2 million bacteria.
Saalfeld ! evaluated the silage of colostrum and noted the presence of micro-
organisms such as Lactobacillus spp., Staphylococcus spp. , E. coli, Klebsiella spp. and
Bacillus ssp. in samples fermented for 14 days, however, after 21 days of fermentation, it was
identified only bacteria of the genus Lactobacillus spp. The same was demonstrated in the
work of Ferreira !9, which noted strong growth of microorganisms in the first 14 days of
anaerobic fermentation of colostrum but after 21 days of storage it wasn’t found the presence
of enterobacteria. Similar results confirm the reported above as the Enterobacteriaceae,
especially Escherichia coli, which does not survive in an environment with a pH below 4.0,

causing the count to negligible values .

CONCLUSION

Microbiological analyzes in colostrum silages fermented for 30 days demonstrated
that this food has microbiological characteristics that allow security in its use as a milk

replacer for calves after the second week of life.
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RESUMO: Determinou-se a influéncia da temperatura ambiente (TA) no indice de perda de
colostro durante processo fermentativo anaerdbio, o impacto da TA na temperatura superficial
da embalagem (TSE), o efeito da amplitude térmica didria no processo fermentativo e se
apresentam TSE diferentes. O colostro foi obtido de seis vacas leiteiras mesti¢as em trés
periodos experimentais. Cada coleta foi fracionada em nove amostras acondicionadas em
garrafas pet durante 7, 14 e 28 dias de fermentagdo. Diariamente a TA no local de
armazenamento das garrafas pet foi registrada, assim como a TSE de cada garrafa
individualmente. Observou-se que para cada 1°C de aumento na TA, ocorreu em média um
aumento de 0,56°C na TSE. Nao houve diferenga entre as TA dos periodos experimentais e
46,4% (43/108) das amostras se enquadraram em fermentacdo inadequada. O maior indice de

putrefacdo (67,3%) foi no ultimo periodo experimental que ndo apresentou a maior média de
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TA. A amplitude térmica didria afetou negativamente o processo fermentativo durante o
terceiro periodo experimental, no qual houve o maior nimero de amostras com putrefagao.
Nao foi observado diferengas significativas na temperatura superficial da embalagem quando
comparados os processos fermentativos adequados e inadequados. Conclui-se que a TA
afetou o processo fermentativo da silagem de colostro, pois periodos com temperatura
ambiente média mais elevada, provocaram maiores indices de putrefacdo de amostras. A
aferi¢do da TSE ndo demonstrou ser um parametro confiavel para evidenciar antecipadamente
processos fermentativos inadequados.

Palavras-Chave: sucedanco, anacrobiose, efeito climatico, leite de transigao.

ABSTRACT: The objective of this study was to determine the impact of ambient
temperature (TA) on the loss of colostrum during anaerobic fermentation process, the impact
of TA on the external temperature of the colostrum (TSE), and verify if the TSE is different
between appropriate fermentation processes and inadequate processes. Colostrum was
obtained from 6 crossbred dairy cows from April 2 to August 3, 2016, divided into three
experimental periods. Each collection was fractionated in nine (9) samples conditioned in pet
bottles that were evaluated after 7, 14 and 28 days of fermentation. The ambient temperature
affected the fermentative process of colostrum silage, demonstrating that for each 1°C of
increase in TA, an increase of 0.56 °C in the TSE occurs on average. There was no difference
between the TA of the experimental periods and 46.4% (43/108) of the samples were included
in inadequate fermentation. The highest putrefaction index (67.3%) was in the last
experimental period, which did not present the highest mean of TA. No significant differences
were observed in the external temperature of the colostrum in a suitable fermentation process
when compared with samples that presented inadequacies.

Key words: Substitute, anaerobic, climatic effect, transition milk
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INTRODUCAO

O colostro e leite de transicao sdo 6timas opgdes para substituir o leite na alimentagao
de bezerros e, geralmente, o volume produzido diariamente na propriedade ¢ superior ao
necessario. Isso torna a conservagdo e armazenamento deste alimento uma ferramenta
importante para sua utilizagdo por periodos prolongados. Além disto, o leite nao
comercializavel (colostro e leite de transicdo) quando utilizados para aleitamento das
bezerras, ¢ um importante recurso para redugdo de custos na bovinocultura de leite.

Os meios de conservacdo ideais, refrigeracdo ou congelamento, nem sempre estio
disponiveis na propriedade pela indisponibilidade do equipamento, custo e instabilidade da
rede elétrica na zona rural. Neste sentido a fermentagdo do colostro e leite de transi¢dao
excedente tem despertado interesse, pois constitui uma forma mais econdmica de
armazenamento de grandes volumes (MODESTO et al., 2002, SAALFELD, 2008), que além
do baixo custo e viabilidade, também possui boas caracteristicas nutricionais.

Um estudo sobre o desempenho de bezerros alimentados com colostro fermentado
demonstrou que estes apresentaram taxa de crescimento constante e semelhante aos do que
consumem exclusivamente leite integral (MANCIO et al., 2005). O trabalho de AZEVEDO et
al. (2014) demonstrou que a silagem de leite de transicdo misturada com leite proporcionou
resultados semelhantes ao dos que consumiram apenas leite integral quando compararam o
tamanho absoluto e relativo dos 6rgdos internos. CASTRO et al. (2004) trabalhando com a
silagem de colostro associado com zeranol e 6leo de soja no desenvolvimento de bezerros
machos concluiram que o colostro fermentado obteve melhores resultados comparado ao uso
do leite integral e semelhantes ao do zeranol em relagdo ao peso corporal, ganho de peso e
ingestao de matéria seca.

O método de fermentacdo anaerobica ¢ simples e ndo exige investimentos em

equipamentos, porém resulta em um produto nutricionalmente variavel, que no colostro e leite
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de transicdo in natura variam de acordo com a raga do animal, alimenta¢do e condic¢des de pré
e pos-parto (FOLEY e OTTERBY, 1978).

A higiene no momento da coleta e condi¢des de armazenamento do produto durante o
processo de fermentagdo anaerdbia também sdo fatores importantes na qualidade da silagem
de colostro (SAALFELD, 2013). Varios fatores podem ser responsaveis pela perda na
producdo da silagem de colostro, dentre eles a alta temperatura ambiente (FERREIRA et al.,
2013), caracteristica de varias regides brasileiras, dentre elas o Tridngulo Mineiro, onde esta
situado o municipio de Uberlandia.

Considerando que o baixo custo de produc¢ao e a facilidade de confecgao da silagem de
colostro o torna uma opgao viavel para incremento da nutricio de bezerros para os pequenos
produtores rurais os objetivos neste estudo foram observar o impacto da temperatura ambiente
(TA) e da amplitude térmica (AT) diaria no indice de perda de colostro durante processo
fermentativo anaerobio. Outros propdsitos deste estudo foram determinar o impacto da
temperatura ambiente na temperatura superficial da embalagem (TSE) durante o processo
fermentativo e verificar se através da medi¢do da TSE pode-se determinar quais amostras de

colostro ndo apresentardo fermentacdo adequada.

MATERIAL E METODOS

O colostro utilizado para a produgdo da silagem foi obtido de 6 vacas leiteiras
mesticas, higidas ao exame clinico e sem historico de mastite, pertencentes ao rebanho do
setor de Bovinocultura Leiteira da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). O grau de
sangue dos animais utilizados ¢ variavel sendo que a vaca 3016 ¢ '4 sangue holandés (HO) x
pardo suico (SUI), 1026 e 1076 sdo 2 HO x Jersey (JER), 3023 ¢ 7/8 HO x gir leiteiro, 2013
Y2 JER x SUI e 1106 2 HO x SUIL Quanto ao manejo nutricional o rebanho no periodo

chuvoso foi mantido em pastagem de Brachiaria decumbens cv. Basilik com suplementacao
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de contrado na quantidade de 2,5 kg/animal/dia. Na estacdo seca do ano foram confinados em
piquetes e receberam silagem de milho acrescido de suplementagdo concentrada de 2,5
kg/animal/dia na forma de dieta total.

As coletas de colostro foram realizadas de abril a agosto de 2016, divididos em trés
periodos experimentais: 02/04 a 05/05 (1°. Periodo), 01 a 29/06 (2 °. Periodo) e 04/07 a 03/08
(3 °. Periodo). Foram coletados 5 litros/dia/vaca de colostro, no terceiro e quarto dias pos-
parto. A obtengdo do colostro foi realizada por ordenha manual, apés pré-dipping, e este
envasado em vasilhame plastico higienizado com detergente neutro e d4gua quente.

Apbs a coleta o colostro foi transportado até o Laboratdrio de Biotecnologia Animal
Aplicada (LABIO) da UFU em temperatura ambiente, fracionado em nove amostras
acondicionadas em garrafas pet de 237 mL (SAALFELD, 2008), que foram submetidas a
fermentagdo anaerébica em triplicata. As amostras foram armazenadas em uma sala, sem
controle de temperatura e umidade relativa do ar e protegidos da luz. A temperatura ambiente
do local de armazenamento das amostras foi determinada a cada hora utilizando-se
equipamento Temperature and Humidity 404A Data Logger Homis®. A temperatura
superficial da embalagem (TSE) em fermentacdo anaerdbica foi mensurada diariamente, as
11:00 com termdmetro de infravermelho UT300A da marca Contemp® a uma distancia de 10
cm de cada garrafa pet.

Apds 7, 14 e 28 dias de armazenamento as amostras foram avaliadas visualmente, no
momento da aferi¢do didria da temperatura externa de fermentagdo. Neste trabalho assim
como no de VIEGAS et al. (2009) algumas amostras apresentaram as caracteristicas de
acimulo de gés com tensdo na parede da garrafa pet, tonalidade escura do colostro e auséncia
da separagdo entre soélidos (gordura e proteina) e liquido (soro), diferente do padrao proposto
por SAALFELD (2008), e, portanto, foram consideradas inadequadas quanto ao processo de

fermentacao.
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Para avaliar a influéncia da TA sobre TSE, a influéncia da amplitude térmica diaria no
indice de perdas de colostro em processo fermentativo anaerdbico, normalidade TA e TSE e
normalidade TSEA e TSEI foram utilizados os testes de Anderson — Darling, Kolmogorov —
Smirnov, Shapiro — Wilk e Ryan — Joiner. Na avaliacdo da influéncia TA sobre TSE utilizou-
se modelo de regressdo linear simples e na avaliagdo da normalidade TA e TSE modelo de
regressdo linear simples para TSE em funcdo da TA. Para avaliacdo da AT foi utilizado o
teste t de Student para amostras independentes com 95% de confiabilidade.

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Uso Animal - CEUA, da

Universidade Federal de Uberlandia, protocolo 071/15.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando todo o periodo experimental, 46,4% (43/108) das amostras de silagem
colostro ndo apresentaram caracteristicas de bom processo fermentativo, por apresentarem
acimulo de gés e tonalidade escura, e foram consideradas inadequadas por ndo se
enquadrarem no padrdo proposto por SAALFELD (2008). Resultado semelhante foi obtido
por VIEGAS et al. (2009) que verificaram 40,1% de perda.

A média da temperatura ambiente ndo diferiu (p > 0,05) entre os periodos
experimentais (Tabela 1) e as maiores perdas foram observadas no 3 ° periodo experimental
(67,3%).

A producdo da silagem de colostro quando realizada em regides quentes produzem
indices altos de putrefagcdo do produto, sendo recomendavel o armazenamento em ambiente
fresco e com temperaturas abaixo de 25°C (FOLEY & OTTERBY, 1978). Segundo
MEINERSHAGEN (1993), a temperatura ideal de armazenamento esta entre 5 e 27°C, e em

temperaturas mais altas pode ocorrer a decomposi¢do de proteinas e alta taxa de acidez
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aceleradamente. Porém, no presente estudo, com temperaturas médias abaixo de 23,32°C
houve perda de 67,3% de perda das amostras em um dos periodos analisados.

Segundo JENNY et al. (1977), quando a fermentacdo ocorre adequadamente em
temperaturas médias de 25 a 27 °C, raramente ocorre desenvolvimento de odores indesejaveis.
No entanto, temperaturas superiores durante o armazenamento podem favorecer a putrefacao
do material. Estudos indicam que a fermentacdo 32 a 39°C ocasionou a formacdo de odores
putridos apds sete a 16 dias de armazenamento (MULLER e SYHRE, 1975; RINDISIG e
BODOSH, 1977).

Neste trabalho 46,4% das amostras se enquadraram em fermentagdo inadequada e o
maior indice de putrefagdo (67,3%) foi no ultimo periodo experimental que ndo apresentou a
maior média de TA. Estes resultados demonstram que a TA ndo € o Unico fator que promove
a inadequacdo do processo fermentativo, deve-se pesquisar, portanto, outros fatores que
podem interferir na fermentacao, tais como as condi¢des sanitdrias do animal que fornece o
colostro, a higiene no momento da obten¢do, manuseio e envase da matéria prima e a
caracteriza¢do microbioldgica de todo o processo.

De acordo com RAIMONDO et al. (2009), as -caracteristicas celulares e
microbiolégicas da glandula mamaria durante a fase colostral podem influenciar na
contaminagdo microbiana do material. E importante ressaltar que a presenca desses micro-
organismos poderia ser justificada também por possiveis contaminagdes durante o
procedimento de coleta ou por contaminagdo da propria glandula mamaria. Por isso, deve-se
evitar utilizar colostro proveniente de animais com historico de mastite e promover ordenha
em condigdes higiénicas para a producao da silagem (AZEVEDO et al., 2014).

Com a intencdo de verificar o impacto da TA neste processo, comparou-se a TA

aferida as 11:00 am com a TSE no mesmo horario, pela avaliagdo individual das amostras
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(Figura 1). A matriz de correlagdo de Pearson indicou uma forte correlacdo positiva
(r=0,7039), demonstrando que quando a TA aumenta ocorre um aumento da TSE.

Este modelo demonstrou que para cada 1°C de aumento na TA, ocorre em média um
aumento de 0,56°C na TSE, o que significa que 49,54% da variacdo na TSE ¢ explicada pela
variagdo da TA. Neste trabalho a TA esteve entre 3 e 5°C superior a TSE. Resultado
semelhante foi observado por FERREIRA et al. (2013) com armazenamento de colostro em
ambiente controlado e afericdo da temperatura do colostro no momento da abertura da
garrafa. Sua pesquisa demonstrou que a TA tem maior impacto sobre a temperatura do
colostro quando comparado ao préprio processo fermentativo.

A fermentacdo em temperatura mais elevada favorece a putrefagdo do material, sendo
indicado o uso de preservantes como os acidos acético, propionico e formico ou ainda o
formaldeido (MEINERSHAGEN, 1993). Outra forma possivel de contornar este problema ¢
elevar o numero de bactérias lacticas no inicio do armazenamento. Esses micro-organismos
promovem rapida producgdo de acido lactico e a acidificagdo, competem por nutrientes, além
de retardarem o crescimento de micro-organismos indesejaveis nos primeiros dias da
fermentacdo, podendo assim reduzir drasticamente o crescimento de bactérias proteoliticas
(PALMER e MUDD, 1972).

Em relagdo a amplitude térmica (AT) ndo houve diferenga entre o primeiro e segundo
periodos experimentais, mas ao compara-la com o terceiro periodo experimental diferencas
foram observadas (p-valor < 0,05). Ao correlacionar estes resultados com o indice de perda da
silagem de colostro, observou-se que este foi maior no terceiro periodo experimental,
sugerindo que estas amostras de colostro em processo fermentativo sofreram os maiores
efeitos da amplitude térmica diaria.

Uma vez verificado o impacto da TA na TSE procurou-se determinar se existe

diferenca entre a TSE de amostras que apresentaram fermentacdo adequada e daquelas que
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apresentaram inadequagao no processo fermentativo e se esta afericdo auxilia na determinagao
antecipada de amostras que com fermentacao inadequada. Para tanto a temperatura superficial
da embalagem de amostras adequadas (TSEA) foi comparada com a de amostras que
apresentaram inadequag@o no processo fermentativo (TSEI). Os resultados demonstraram que
TSEA e TSEI sao estatisticamente iguais (p-valor = 0,0593), e, portanto, sua afericdo nao

pode ser utilizada como parametro para identificar alteragdes no processo fermentativo.

CONCLUSAO

A média da temperatura ambiente ¢ a amplitude térmica diaria prejudicaram o
processo de fermentagdo da silagem de colostro nas condi¢des apresentadas neste trabalho e
tem efeito significativo sobre a temperatura superficial da embalagem. A afericio da
temperatura superficial da embalagem ndo ¢ um método confidvel na determinacdo do indice

de perdas do processo fermentativo anaerobica do colostro.
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Tabela 1. Temperaturas minima, maxima e médias da temperatura ambiente e indices de

perda de amostras de silagem de colostro em trés periodos experimentais.

Periodo experimental T°Min T°Maiéx T° Ambiente (°C) Perda (%)
1 °. Periodo 15,6 36,0 26,56 32,7

2 °. Periodo 11,8 30,5 22,20 00

3 °. Periodo 11,7 31,5 23,32 67,3

T° Min: temperatura ambiente minima para o periodo experimental; T°® Max: temperatura

ambiente maxima para o periodo experimental.



35,0

30,0 y = 0,5607x + 7,2874
R? = 0,4954
25,0

20,0

15,0

TSE °C

10,0
5,0

0,0
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0

TA°C

Figura 1. Temperatura superficial externa (TSE) em funcdo da temperatura ambiente (TA).
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Microbiota indicadora e pH na conservacio do colostro por fermentaciao

Microbiota indicator and pH in the conservation of colostrum by fermentation

Inés de Freitas Gomide!", Daise Aparecida Rossi', Jéssica Laura Miranda Peixoto'!,
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Uberlandia/MG.

RESUMO

Considerando a importancia do uso de sucedaneos de baixo custo, facil obtencao e
seguranca microbiologica detes produtos para o consumo de bezerros em pequenas
propriedades rurais, objetivou-se verificar a influéncia do pH, contagens de coliformes totais,
fungos e leveduras, bactérias lacticas e bactérias heterotroficas mesofilas na fermentacdo do
colostro e sua relagdo com o indice de perda das amostras. Foram analisadas 12 amostras de
colostro in natura (T1) e 108 amostras fermentadas por 7 (T2), 14 (T3) e 28 (T4) dias.
Durante os 28 dias de fermentaciao houve redu¢do do pH, com diferenga estatistica entre T1 e
os demais tratamentos. Aos 28 dias de fermentagdo a contagem dos micro-organismos, exceto
para bolores e leveduras, mativeram-se dentro dos padrdes exigidos. Do total de amostras
ensiladas 46,6% (43/108) apresentaram fermentagdo inadequada e seus resultados foram
comparados com 53,4% (65/108) de processos adequados. Nao foram encontradas diferencas

estatisticas quanto aos valores pH, bactérias acido lacticas, bactérias mesofilas, coliformes
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totais e E. coli. Em todas as amostras, independente da adequagdo ou ndo do processo
fermentativo, os valores médios para bolores e leveduras apresentaram-se acima do limite
desejavel de 102 UFC.mL™!. Conclui-se que aos 28 dias de fermentagio, com a acidificagdo do
pH, os niveis de contaminacdo garantem a seguranga no uso da silagem de colostro para
bezerros. O alto indice de putrefacdo, observado a partir do 7° dia de fermentagdo, ocorreu
provavelmente, em decorréncia da contaminacdo por bolores e leveduras, evidenciando a
necessidade de rigida higiene no processo de fabricagdo deste produto.

Palavras-chave: bolores e leveduras, silagem, bactérias lacticas, putrefacao

ABSTRACT

Considering the importance of the use of low-cost, easy-to-obtain and microbiological safety
for the consumption of calves in small farms, the objective was to verify the influence of pH,
total coliform, fungi and yeast counts, lactic bacteria and mesophilic bacteria in the Adequacy
of colostrum fermentation and its relationship with the loss index of the samples. Twelve
samples of colostrum in natura (T1) and 108 samples fermented by 7 (T2), 14 (T3) and 28
(T4) days were analyzed. There was acidification of the pH during the fermentation with a
statistical difference between T1 and the other treatments, which provided expected results
regarding the microorganism counts, evidencing an increase in T2 count and reduction (T3)
and stabilization (T4) in the counts, Remaining at 28 days of fermentation, except for fungi
and yeasts, within the required standards. From the total ensiled samples 46.6% (43/108)
presented inadequate fermentation and their results were compared with 53.4% (65/108) of
suitable processes. No statistical differences were found regarding pH, lactic acid bacteria,
mesophilic bacteria, total coliforms and E. coli. In all samples, regardless of the suitability or
not of the fermentation process, the mean values for molds and yeasts were above the

desirable limit of 10° CFU.mL™!. It is concluded that at 28 days of fermentation, with pH
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acidification, contamination levels guarantee safety in the use of colostrum silage for calves.
The high putrefaction index, observed from the 7th day of fermentation, probably occurred
due to contamination by molds and yeasts, evidencing the need for rigid hygiene in the
production process of this product.

Key words: Yeasts and molds, silage, lactic acid bacteria, putrefaction

INTRODUCAO

Na pecuaria leiteira a alimentagdo dos bezerros durante a fase de aleitamento ¢ um
fator importante no planejamento do custo de produgdo. O produtor pode optar por utilizar o
leite excedente da propriedade ou o uso de sucedaneos, porém, independente da escolha esta ¢
uma condigdo que reflete nas relacdes de custo/beneficio. A pesquisa e o desenvolvimento de
sucedaneos direcionados a pequenos produtores rurais, de facil obtencdo, baixo custo e de
qualidade nutricional e microbioldgica foi essencial para a introducdo da fermentagao
anaerobia do colostro, também conhecida por silagem de colostro.

A silagem de colostro foi desenvolvida por SAALFELD (2008) com a finalidade de
aproveitar o leite ndo comercializavel (colostro e leite de transicao) na elaboracdo de um
alimento nutricionalmente rico e capaz de refletir em taxas de crescimento dos bezerros
compativeis com aqueles alimentados com leite integral (CASTRO et al, 2004; MANCIO et
al., 2005; AZEVEDO et al., 2014). A fabricagdo da silagem de colostro ¢ facil e de baixo
custo, porém durante o processo, perdas decorrentes de sua putrefacdo podem atingir valores
acima de 40% (VIEGAS et al., 2009), demonstrando a existéncia de fatores intrinsecos ou
extrinsecos que atuam de forma desfavoravel a fermentacdo anaerobia.

Ha necessidade de estudos que otimizem o uso de sucedaneos de baixo custo, de facil

obten¢do e com seguranga microbioldgica para os pequenos produtores rurais, na tentativa de
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se reduzir os altos indices de perda no processo fermentativo da silagem de colostro. Assim,
objetivou-se verificar a influéncia do pH, contagens de coliformes totais, fungos e leveduras,
bactérias lacticas e bactérias mesofilas na adequacdo da fermentagdo do colostro e sua relacao

com o indice de perda das amostras.

MATERIAL E METODOS

O colostro utilizado para a producdo de silagem foi obtido de seis vacas leiteiras
mestigas, higidas e sem histérico de mastite, pertencentes ao rebanho do setor de
Bovinocultura Leiteira da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). O grau de sangue dos
animais utilizados ¢ variavel sendo que a vaca 3016 ¢ 2 sangue holandés (HO) x pardo suico
(SUI), 1026 e 1076 sao 2 HO x Jersey (JER), 3023 ¢ 7/8 HO x gir leiteiro, 2013 2 JER x SUI
e 1106 2 HO x SUIL Quanto ao manejo nutricional o rebanho no periodo chuvoso foi mantido
em pastagem de Brachiaria decumbens cv. Basilik com suplementacdo de contrado na
quantidade de 2,5 kg/animal/dia. Na estagdo seca do ano foram confinados em piquetes e
receberam silagem de milho acrescido de suplementacdo concentrada de 2,5 kg/animal/dia na
forma de dieta total.

A coleta do colostro foi realizada no periodo de 02 de abril a 03 de agosto de 2016,
divididos em trés periodos experimentais: 02/04 a 05/05 (1°. Periodo), 01 a 29/06 (2 °.
Periodo) e 04/07 a 03/08 (3 °. Periodo). Foram coletados 5 litros/dia/vaca de colostro, no
terceiro e quarto dias pds-parto durante todo o periodo experimental. A obten¢do do colostro
foi realizada por ordenha manual, apos pré-dipping, e este envasado para o transporte em
latdo de 5L pléastico (Milkan®), previamente higienizado com detergente neutro e agua
quente.

Apos a coleta o colostro foi transportado até o Laboratério de Biotecnologia Animal

Aplicada (LABIO) da UFU em temperatura ambiente, fracionado em nove amostras em
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garrafas de polietileno tereftalato (PET) de 237 mL (SAALFELD, 2008), que foram
submetidas a fermentagdo anaerdbica natural em triplicada. As amostras foram armazenadas
em uma sala, sem controle de temperatura e umidade relativa do ar e, protegidos da luz.

No total foram 120 amostras analisadas laboratorialmente, incluindo o colostro in
natura de cada animal utilizado no experimento € as que permaneceram em pProcesso
fermentativo durante 7, 14 e 28 dias. As leituras do pH de todas as amostras foram realizadas
utilizando o medidor de pH modelo NI PHM (Nova Instruments®).

Os procedimentos microbioldgicos para determinacdo de bactérias heterotroficas
mesofilas, bactérias 4acido lacticas e fungos e leveduras foram realizados conforme
recomendacdes de SILVA et al. (2010). Para as analises, as amostras de colostro foram
homogeneizadas e aliquotas de 25mL foram previamente diluidas em 225 mL de solugdo de
citrato de sodio 2% (Synth®). Em seguida, foram submetidas a dilui¢des decimais seriadas em
9mL de 4gua peptonada 0,1% (Difco™) para subsequente inocula¢io em duplicata.

A quantificacdo de bactérias heterotroficas mesofilas foi realizada pelo método
pour plate, com o uso de Plate Count Agar (PCA) - (Difco™), com incubacio a 36°C por
48h. Para a quantificacio de bactérias lacticas viaveis (BAL) foi utilizado Agar Man,
Rogosa and Sharp (MRS) em profundidade, com dupla camada e incubagdo a 30°C em
anaerobiose por 48h.

Para a contagem de bolores e leveduras utilizou-se a técnica spread plate, na
superficie de placas de Petri contendo Agar Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol (DRBC),
seguido de incubagdo a 25°C por 3-5 dias.

Para a contagem de E. coli e coliformes totais foram utilizados meios cromogénicos
dispostos nas placas 3M™ Petrifilm™. Os procedimentos foram realizados de acordo com o
fabricante e este método tém seu uso autorizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento - MAPA (BRASIL, 2006).
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Em todos os casos as colonias foram contadas e o resultado multiplicado pela
reciproca da dilui¢do utilizada. O resultado final foi obtido utilizando as recomendacdes de
SILVA et al (2010).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) e para testar a
normalidade da contagem microbioldgica foram utilizados os testes de Anderson — Darling,
Kolmogorov — Smirnov, Shapiro — Wilk e Ryan — Joiner. No caso de dados ndo normais foi
utilizado o teste de Wilcoxon para compara-las e posteriormente o teste ndo paramétrico de
Kruskall-Wallis para comparagdo das médias (p-valor < 0,05). Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando o Software Action Stat (Estatcamp, Campinas).

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Uso Animal - CEUA, da

Universidade Federal de Uberlandia, protocolo 071/15.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da determinacdo do pH demonstraram queda gradual durante a
fermentagdo do colostro, com diferenca estatistica entre o colostro in natura (T1) comparado
com T2, T3 e T4. Nao houve diferenca entre a média do pH dos tratamentos T2, T3 ¢ T4
(Tabela 1).

AZEVEDO et al. (2014) avaliaram a silagem de colostro armazenada durante 18
meses e obtiveram resultados semelhantes ao deste estudo. Determinaram que o pH médio foi
de 4,49 para o colostro in natura. Jo4 SAAFELD (2008) encontrou valores em torno de 3,55 a
4,39, com aferi¢des realizadas apos o periodo final de armazenamento (21 dias) da silagem de
colostro, afirmando que nesta faixa de pH ja ocorreu a fermentagcdo adequada do colostro o
que permite sua conservagao.

O colostro produzido pela glandula mamaria € estéril e sua contamina¢do por micro-

organismos ¢ decorrente da passagem desta secre¢do através dos ductos mamarios, o que pode
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ser uma fonte de patdgenos para os bezerros (STEWART et al., 2005). Portanto, a avaliagdo
da contaminac¢do microbiana do colostro ¢ importante para garantir a seguranga alimentar dos
bezerros, principalmente quando a ingestdo ¢ proveniente da secrecdo obtida de varias
fémeas. A avaliagdo microbioldgica de bactérias indicadoras no colostro in natura e apos
fermentagdo estdo apresentados na Tabela 2.

Os resultados para BAL apresentaram-se dentro do esperado, pois aos sete dias de
fermentacdo (T2) observa-se contagens superiores a 107 UFC.mL"!. Posteriormente, aos 14
(T3) e 28 (T4) dias houve reducdo ou estabilizacdo em sua contagem, provavelmente por
esgotamento ou diminui¢do do carboidrato fermentescivel, a lactose (AXELSSON, 2004). De
acordo com a legislagdo vigente, para derivados lacteos, tais como iogurte, coalhada e leite
fermentado, o nimero minimo de UFC exigido para BAL ¢ de 10° a 10’ UFC/mL. No
decorrer do processo fermentativo valores superiores ao padrdo minimo preconizado foram
observados, o que também ocorreu no trabalho de RODRIGUES, ORTOLANI E NERO
(2010) que relataram contagens médias acima de 107 UFC.mL"' de BAL em amostras de
logurtes.

Altas contagens para BAL sdo importantes, ja4 que uma microbiota composta por
bactérias desejaveis aliado a um pH préximo de 4,0, pode impedir o desenvolvimento de
bactérias indesejaveis ou patogénicas. A acidificacdo permite que o tempo de conservacao dos
produtos fermentados seja maior que a dos produtos ndo submetidos a este processo. Outra
funcdo das BAL ¢ desenvolver propriedades organolépticas caracteristicas dos produtos
fermentados (REIS et al., 2014). Segundo FERREIRA et al. (2013) o grupo de micro-
organismos que apresentam maior desenvolvimento nos primeiros dias de fermentagdo do
colostro sdo as BAL. Estas bactérias sdo desejaveis por serem consideradas responsaveis pelo

processo fermentativo, decorrente da transformacao da lactose em acido lactico em ambiente
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de anaerobiose acompanhado pela redug¢dao do pH, promovendo assim, a melhor conservagao
da silagem de colostro.

Segundo McGUIRK & COLLINS (2004), no colostro in natura a contaminagio para
bactérias mesofilas deve ser inferior a 1,0 x 10° UFC.mL"! e, menor que 1,0 x 10* UFC.mL"!
para coliformes totais, resultados observados neste estudo nas amostras de colostro in natura
(6,3 x 10° e 4,3 x 10! UFC.mL"!, respectivamente). Pode-se observar que os valores médios
para de bactérias mesofilas encontrados no colostro in natura estdo dentro dos padrdes
exigidos para leite cru pela Instrugdo Normativa n° 62 que estabelece limites de 3,0 x 10°
UFC.mL! até 30/06/2016 e a partir de 01/07/2017 limites de 1,0 x 10° UFC.mL"! (BRASIL,
2011). Ja nos resultados obtidos para bactérias mesoéfilas nas amostras fermentadas (T2, T3 e
T4) verificou-se crescimento acima do limite preconizado (BRASIL, 2011), porém, este nao ¢
um bioindicador adequado para prever qualidade de produtos fermentados, pois 0 método nao
¢ capaz de diferenciar bactérias desejaveis como as BAL da microbiota contaminante usual.

As contagens de coliformes totais aumentaram aos sete dias de fermentacdo (T2) e
depois diminuiram aos 14 (T3) e 28 (T4) dias de fermentagdo, onde apresentou valor abaixo
do limite maximo (1,0 x 10* UFC.mL™") preconizado por McGUIRK & COLLINS (2004).
Estes bioindicadores sdao consequéncia da falta de higiene na obtencao do leite (BRITO et al.,
2002), porém, possuem menor associacdo com patogenos que outros bioindicadores como E.
coli (REIS et al., 2014). Apesar de um aumento inicial das contagens, a tendéncia de reducao
durante o armazenamento do leite ¢ esperada, j4 que hd esgotamento da lactose, que ¢ o
principal substrato das espécies que compdem o grupo (AXELSSON, 2004).

As contagens de E. coli (Tabela 2) evidenciam que a contaminagdo do colostro in
natura estava dentro do recomendado por PERES (2013), que é de no maximo 2,0 x 10*

UFC.mL"!. Apesar de ter sido observada contagens acima da preconizadas aos 14 dias de
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fermentagdo, aos 28 dias, que ¢ o periodo adequado para o fornecimento ao bezerro, o padrdo
foi novamente alcangado, o que também foi observado por FERREIRA et al. (2013).

Apesar de a maioria das cepas de E. coli ndo ser patogénica por ingestdo (FRANCO et
al., 2010), estes micro-organismos sdao importantes patégenos de bezerros, causando diarreia,
desidratacio e outras complicagdes (VARGAS JUNIOR et al., 2017). Estes autores comentam
que a E. coli ¢ o bioindicador de contaminacdo fecal mais frequentemente utilizado e com a
maior associacdo com outros patdogenos entéricos, e assim, deve ser constantemente
monitorado em alimentos oferecidos aos animais. Considerando que as contagens deste
micro-organismo estavam adequadas no colostro que deu origem a silagem, provavelmente, a
inadequacdo observada aos 14 dias somente reflete a multiplicagdo do agente na presenca de
substrato e temperaturas favoraveis, sendo as contagens no colostro in natura, a que mais
influéncia na qualidade microbiologica final da silagem. PERES (2013) relata que este micro-
organismo pode dobrar seu numero em periodo de aproximadamente 20 minutos em
condi¢des adequadas, porém, os outros patdgenos entéricos aos quais podem estar associados,
sao inibidos em condig¢des de baixo pH obtidos na fermentacao ou s6 se multiplicam de forma
intracelular no hospedeiro.

De acordo com REIS et al. (2014) e CITADIN et al. (2009) ndo existe um padrao
microbiologico para a contaminacdo de bolores e leveduras (BL) em derivados lacteos, mas
estes autores consideraram que contagens superiores a 1,0 x 10> UFC.mL"! indicam condigdes
de higiene insatisfatorias e contaminagao durante o processo de ordenha. Neste estudo (Tabela
2) as contagens médias foram superiores 4s recomendadas por estes autores, o que também foi
observado por SABOIS et al. (1991), MUTUKUMIRA et al. (1996) e DESMASURES et al.
(1997) em leite cru.

Do total de silagens do colostro in natura, 46,4% (43/108) apresentaram fermentacao

inadequada a partir dos sete primeiros dias de processo fermentativo. Foram consideradas
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inadequadas quanto ao processo de fermentacdo anaerdbica, as amostras que apresentaram
odor fétido, presenga de gis e auséncia de separagdo entre gordura, proteina e soro.
Caracteristicas semelhantes foram observadas por VIEGAS et al. (2009) que descartaram
40,1% de amostras de silagem de colostro armazenadas por 21 dias.

Os dados referentes ao pH e andlises microbioldgicas das amostras inadequadas
(46,4% - 43/108) foram paralelamente comparados as amostras com fermentacdo adequada
(53,6% - 65/108) para verificar sua influéncia nas perdas. Nao foram encontradas diferengas
(p<0,05) entre as amostras de colostro com fermentagdo adequada e inadequada quanto ao
pH, bactérias do acido lactico, bactérias mesofilas, coliformes totais e E. coli (Tabela 3).

Aos sete e 14 dias de fermentacdo (T2 e T3) todas as amostras, adequadas ou
inadequadas, apresentaram contagens médias acima do padrdo recomentado para as bactérias
pesquisadas. Excecdes foram observadas nas BAL, para as quais s existe padrdo minimo
(BRASIL, 2007), e para E. coli que segundo PERES (2013) nio deve exceder 2,0 x 10*
UFC.mL"!. Para McGUIRK & COLLINS (2004) o maximo desejavel para coliformes totais é
de 1,0 x 10* UFC.mL"!, e para bactérias mesofilas no colostro in natura, deve ser inferior a
1,0 x 10° UFC.mL".

Aos 28 dias de fermentagdo, as contagens médias de bactérias mesofilas
permaneceram acima dos limites desejados nas amostras com fermentacdo adequada e
inadequada e o niimero de BAL permaneceram estaveis. AZEVEDO et al. (2014) trabalhando
com silagem de colostro armazenada por 18 meses, encontraram 1,4 x 10° UFC.mL"! de
Lactobacillus spp., auséncia de fungos e enterobactérias em amostras de silagem de colostro
com fermentacdo adequada. Nas silagens com fermentacdo inadequada obtiveram menor
concentracdo de Lactobacillus spp. (1,0 x 10> UFC.mL") e a presenca de fungos em 86,7%
das amostras. VIEGAS et al. (2009) relataram que ndo foi possivel determinar as causas da

putrefacdo das amostras de silagem de colostro fermentadas por 21 dias, j& que micro-
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organismos considerados indesejaveis como da familia Enterobacteriaceae e de estafilococus
estavam em niveis aceitaveis, além de apresentarem a presen¢a de bactérias acido lacticas (>
1,0 x 10> UFC.mL") em quase todas as amostras.

No presente estudo e nos realizados por AZEVEDO et al. (2014) e VIEGAS et al.
(2009) nao foram analisados a presenca de inibidores quimicos ou de antibidticos nas
amostras de colostro in natura que deram origem a silagem. Assim, apesar de ndo terem sido
observadas diferencas significativas entre as contagens dos micro-organismos estudados,
influéncia em outros pode ter interferido na adequacdo ou inadequagdo, ou ainda, ter
interferido somente no desenvolvimento dos micro-organismos nos primeiros dias da
fermentagdo (periodo ndo avaliado). Porém, sdo inferéncias que devem ser avaliadas em
estudos posteriores, tais como a adi¢do de cultivos de BAL no momento da preparagdo do
colostro in natura para a fabricacdo da silagem de colostro, técnica ja utilizada na fabricagdo
de derivados lacteos fermentados.

Houve diferenga em T3 entre a contagem média para bolores e leveduras, sendo maior
para as amostras inadequadas quanto a fermentacdo do colostro. Nao foram observadas
diferencas em T2 e T4 (Tabela 4).

Em todas as amostras, independente da adequagdao do processo fermentativo,
encontrou-se valores médios para bolores e leveduras acima do limite desejavel de 1,0 x 10?
UFC.mL"! (CITADIN et al., 2009; REIS et al., 2014). REIS et al. (2014) encontraram
contagem elevada destes micro-organismos na coalhada e comentaram que isto
provavelmente, deveu-se ao excesso de acido lactico, o que inibiu a multiplicagdo de BAL e,
associado ao pH dacido, favoreceu o desenvolvimento de bolores e leveduras. Nao houve
diferenca significativa nas contagens de BAL entre amostras adequadas e putrefatas neste

estudo, e assim, outras causas devem ter interferido na adequacgao/inadequagdo das amostras.
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As leveduras exigem maior umidade quando comparadas aos bolores e, menor quando
comparada as bactérias. Sua multiplica¢do ¢ favorecida em ambiente anaerdbico, pH 4cido e a
temperatura ideal para sua multiplicacdo situa-se entre 25°C a 30°C (GARDA et al. 2016).

De acordo com REIS (2008) a presenca de bolores e leveduras ¢ indesejavel, pois
promovem a deterioracdo da silagem por provocar fermentagdo excessiva e producio de gas
resultando em sabores estranhos e de baixa aceitacdo. Estas alteracdes reduzem o prazo de
prateleira e promovem depreciagdo do produto final. Este mesmo autor comenta que com o
pH entre 4,3 e 4,5 ¢ com a presenca de acido lactico, os bolores e leveduras encontram
condi¢des Otimas de crescimento em bebidas lacteas. Em pH dacido, inferior a 4,0, s3o
favorecidas a presenca de bactérias lacticas, bactérias acéticas, bolores e leveduras.
CONCLUSAO

A contaminagdo microbiana diminuiu no decorrer do processo fermentativo devido a
reducdo do pH, e os niveis destas contaminagdes aos 28 dias podem garantir a seguranga na
utilizagdo da silagem de colostro na alimentacdo de bezerros. Porém, o alto indice de perdas

por putrefagdo demonstra a necessidade de novas investigagdes para determinar sua causa.
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Tabela 1. pH do colostro in natura e ap6s a fermentacao por 7, 14 e 28 dias de fermentagao.

Tratamentos pH! DP
T1= colostro in natura 6,36% 0,03
T2= 7 dias de fermentagio 461° 0,03
T3= 14 dias de fermentagio 455" 0,05
T4= 28 dias de fermentagio 459" 0,08

"' pH médio de 120 amostras. DP = desvio padrio das médias. Letras diferentes na mesma

coluna sdo estatisticamente diferentes (P < 0,5) pelo teste de Kruskal - Wallis
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Tabela 2. Contagens médias (Log.UFC.mL™") de bactérias bioindicadoras da qualidade do

colostro in natura e apds fermentacao.

BAL BT CT E. coli B.L.

X DP X DP X DP X DP X DP
TI 19x10'° 0,69 63x10°¢ 1,06 43x10'¢ 0,75 1,7x10'¢ 0,69 1,4x10*¢ 0,17
T2 79x10°* 1,30 12x10°* 0771 54x10°® 0,89 82x10°* 1,01 39x10% 0,85
T3 2,5x107° 1,62 24x10°° 133 44x10*® 1,6 42x10*® 123 33x10°° 1,09
T4 32x107° 1,59 52x107¢ 146 42x10%¢ 120 29x10°° 1,15 2,1x10* 0,86

BAL= bactérias acido lacticas, BT= bactérias heterotroficas mesofilas, CT = coliformes totais,

B.L. = bolores ¢ leveduras; DP= desvio padrao da média; T1= colostro in natura, T2= 7 dias

de fermentagdo, T3= 14 dias de fermentagdo e T4= 28 dias de fermentacdo. Letras diferentes

na mesma coluna indicam diferengas (P < 0,5) pelo teste de Kurskal -Wallis.
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Tabela 3. Contagens médias* (Log.UFC.mL™') de bactérias bioindicadoras e BAL em

amostras de colostro com fermentagdo adequada e inadequada.

Adequadas Inadequadas

E. coli CT BT BAL E. coli CT BT BAL
153 X 1,1 X

T2 | 7,6x10% | 7,6 x 10° | 1,9x10% | 1,2x 10'% | 4,6 x 10* 2,0 x 10108
1010a 1010a
1,7 x

T3 |34x10% | 3,6x10% | 2,6x10% | 22x10% | 6,1 x10° | 7.3x10* | 6,8x 10*
109a
9,8 x

T4 |3,8x10% | 5,6x 10 | 3,0x107 | 1,4x 107 | 2,4x10% | 33x10% | 1,4x 10%
107a

*Meédia de 108 amostras; BAL= bactérias acido lacticas, BT= bactérias heterotroficas
mesofilas, CT = coliformes totais, BOL ¢ LEV = bolores e leveduras; DP= desvio padrao da
média; T2= 7 dias de fermentagdo, T3= 14 dias de fermentacdo e T4= 28 dias de fermentagao.
Letras diferentes na mesma linha s3o estatisticamente diferentes (P < 0,5) pelo teste de

Kruskal-Wallis.
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Tabela 4. Contagens médias (Log.UFC.mL™") de bolores e leveduras das amostras de colostro

com fermentagdo adequada e inadequada.

BL amostra adequada BL amostra inadequada

(Log.UFC.mL™) (Log.UFC.mL™)
T2 48x 1072 8,5x 1072
T3 2,9x10°° 6,0x 10°¢
T4 1,9 x 1044 1,2x 1044

T2=7 dias de fermentagdo, T3= 14 dias de fermentagdo ¢ T4= 28 dias de fermentagdo. Letras
diferentes na mesma linha sdo estatisticamente diferentes (P < 0,5) pelo teste de Kruskal —

Wallis.
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1 Normas do periédico Ciéncia Animal Brasileira - Capitulo 2

Normas para publicagao - Ciéncia Animal Brasileira

Para submissdes em portugués:
Titulo em portugués: Fonte Times New Roman 14, caixa alta, centrado, negrito;

Resumo: Fonte Times New Roman 12, espago 1, justificado, com um maximo de
200 palavras;

Palavras-chave: idem, e no maximo 5 palavras chave;

Titulo em inglés (obrigatorio): Fonte Times New Roman 12, caixa alta, centrado;
Abstract (obrigatorio): Fonte Times New Roman 12, espaco 1, justificado;
Keywords: idem

Introducgédo: Fonte Times new Roman 12, justificado, espagamento 1,5;

Material e Métodos: Fonte Times new Roman 12, justificado, espagamento 1,5;
Resultados: Fonte Times new Roman 12, justificado, espagamento 1,5;
Discussao: Fonte Times new Roman 12, justificado, espagamento 1,5 (Os toépicos
Resultados e Discussao podem ser apresentados juntos dependendo das
especificidades da area);

Conclusées: Fonte Times new Roman 12, justificado, espagamento 1,5;

Agradecimentos: (opcional) Fonte Times new Roman 12, justificado, espacamento
1,5;

Referéncias (e nado bibliografia): Usar fonte Times New Roman 11, espaco 1 entre
linhas e colocar espago 6 pontos acima e abaixo do paragrafo. As referéncias devem
ser numeradas na ordem em que aparecem no texto. A lista completa de
referéncias, no final do artigo, devem estar de acordo com o estilo Vancouver
(norma completa http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/; norma resumida
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform requirements.html).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html

Para as submissdes em lingua inglesa, a tipografia e espagamentos sao os
mesmos, na seguinte sequéncia:

Titulo em inglés (Title);

Abstract;

Keywords;

Titulo em portugués (obrigatoério);
Resumo em portugués (obrigatério);
Palavras-chave;

Introduction;

Material and Methods;

Results and Discussion;
Conclusions;

Acknowledgments (opcional),

References
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2 Normas do periédico Ciéncia Rural - Capitulos 3 e 4

Normas para publicagao — Ciéncia Rural

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da
Universidade Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes
bibliograficas e notas referentes a area de Ciéncias Agrarias, que deverao ser
destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revisdes e notas devem ser encaminhados via eletrénica
e editados preferencialmente em idioma Inglés. Os encaminhados em Portugués
poderao ser traduzidos apds a 1° rodada de avaliagédo para que ainda sejam
revisados pelos consultores ad hoc e editor associado em rodada subsequente.
Entretanto, caso nao traduzidos nesta etapa e se aprovados para publicacéo,
terdo que ser obrigatoriamente traduzidos para o Inglés por empresas
credenciadas pela Ciéncia Rural e obrigatoriamente terdo que apresentar o
certificado de traducéo pelas mesmas para seguir tramitacado na CR.

Empresas credenciadas:

- American Journal Express (http://www.journalexperts.com/)

- Bioedit Scientific Editing (http://www.bioedit.co.uk/)

- BioMed Proofreading (http://www.biomedproofreading.com)

- Edanz (http://www.edanzediting.com)

- Editage (http://www.editage.com.br/) 10% discount for CR clients. Please inform
Crural10 code.

- Enago (http://www.enago.com.br/forjournal/) Please inform CIRURAL for special
rates.

- GlobalEdico (http://www.globaledico.com/)

- JournalPrep (http://www.journalprep.com)

- Paulo Boschcov (paulo@bridgetextos.com.br, bridge.textecn@gmail.com)

- Proof-Reading-Service.com (http://www.proof-reading-service.com/pt/)

As despesas de tradugao serao por conta dos autores. Todas as linhas deverao
ser numeradas e paginadas no lado inferior direito. O trabalho devera ser digitado
em tamanho A4 210 x 297mm com, no maximo, 25 linhas por pagina em espago
duplo, com margens superior, inferior, esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times
New Roman e tamanho 12. O maximo de paginas sera 15 para artigo cientifico, 20
para revisao bibliografica e 8 para nota, incluindo tabelas, graficos e figuras.
Figuras, graficos e tabelas devem ser disponibilizados ao final do texto e
individualmente por pagina, sendo que nao poderéo ultrapassar as margens € nem
estar com apresentagao paisagem.

3. O artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes

tépicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words;
Introducdo com Revisao de Literatura; Material e Métodos; Resultados e Discusséo;
Concluséao e Referéncias; Agradecimento(s) e Apresentacao; Fontes de Aquisic¢ao;
Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das


http://www.journalexperts.com/
http://www.bioedit.co.uk/
http://www.biomedproofreading.com/
http://www.edanzediting.com/
http://www.editage.com.br/
http://www.enago.com.br/forjournal/
http://www.globaledico.com/
http://www.journalprep.com/
mailto:paulo@bridgetextos.com.br
mailto:bridge.textecn@gmail.com
http://www.proof-reading-service.com/pt/
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo1a.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo1a.pdf
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referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente
devem apresentar parecer de aprovacao de um comité de ética institucional ja
na submissao. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado
(Declaracdo Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).

4. A revisao bibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes
tépicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words;
Introdugao; Desenvolvimento; Conclusao; e Referéncias. Agradecimento(s) e
Apresentacéo; Fontes de Aquisicéo e Informe Verbal; Comité de Etica e
Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres
humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovagao
de um comité de ética institucional ja na submissao. Alternativamente pode ser
enviado um dos modelos ao lado (Declaracdo Modelo Humano, Declaracdo Modelo
Animal).

5. A nota (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes tépicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem
subdivisdo, porém com introdug¢ao; metodologia; resultados e discussao e
conclusao; podendo conter tabelas ou figuras); Referéncias. Agradecimento(s) e
Apresentacdo; Fontes de Aquisicdo e Informe Verbal; Comité de Etica e
Biosseguranga devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres
humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovagao
de um comité de ética institucional ja na submissao. Alternativamente pode ser
enviado um dos modelos ao lado (Declaracado Modelo Humano, Declaracdo Modelo
Animal).

6. O preenchimento do campo "cover letter" deve apresentar, obrigatoriamente, as
seguintes informagdes em inglés, exceto para artigos submetidos em

portugués (lembrando que preferencialmente os artigos devem ser submetidos em
inglés).

a) What is the major scientific accomplishment of your study?

b) The question your research answers?

c) Your major experimental results and overall findings?

d) The most important conclusions that can be drawn from your research?

e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for
review?

Para maiores informacgdes acesse o seguinte tutorial.

7. Nao serao fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato
pdf no endereco eletrénico da revista www.scielo.br/cr.

8. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés
e portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do
artigo deve ser maiuscula exceto no caso de nomes proéprios. Evitar abreviaturas e
nomes cientificos no titulo. O nome cientifico s6 deve ser empregado quando
estritamente necessario. Esses devem aparecer nas palavras-chave, resumo e
demais sec¢bes quando necessarios.


http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_humano.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_animal.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo3a.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo3a.pdf
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_humano.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_animal.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_animal.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo2a.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo2a.pdf
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_humano.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_animal.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/modelo_animal.doc
http://www.ufsm.br/ccr/revista/coverletter_pt.htm
http://www.scielo.br/cr
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9. As citacbes dos autores, no texto, deverao ser feitas com letras maiusculas
seguidas do ano de publicacao, conforme exemplos: Esses resultados estdo de
acordo com os reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996),
como uma ma formagé&o congénita (MOULTON, 1978).

10. Nesse link é disponibilizado o arquivo de estilo para uso com o
software EndNote (o EndNote é um software de gerenciamento de referéncias,
usado para gerenciar bibliografias ao escrever ensaios e artigos).

11. As Referéncias deverao ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000)
conforme normas préprias da revista.

11.1. Citagao de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders,
1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas téxicas da Amazénia a
bovinos e outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

11.2. Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH,
D.E. The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

11.3. Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques.
3.ed. New York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirurgicas

em animais de grande porte. Sdo Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

11.4. Artigo completo:
O autor devera acrescentar a url para o artigo referenciado e o numero de
identificacdo DOI (Digital Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:

MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different
stages of the stored product pests Tribolium confusum(Coleoptera:
Tenebrionidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus
granarius (Coleoptera: Curculionidae) and Plodia interpunctella (Lepidoptera:
Pyralidae). Journal of Stored Product Research, Amsterdam (Cidade opcional),
v.37, p.153-164, 2001. Available from: <http://dx.doi.org/10.1016/S0022-
474X(00)00016-3>. Accessed: Mar. 18, 2002. doi: 10.1016/S0022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Response of Sitophilus

oryzae (L.), Cryptolestes ferrugineus (Stephens) and Oryzaephilus
surinamensis (L.) to different concentrations of diatomaceous earth in bulk stored
wheat. Ciéncia Rural , Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n. 8, p.2103-2108, nov.
2008 . Available from:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2009. doi:
10.1590/S0103-84782008000800002.


http://www.ufsm.br/ccr/revista/ciencia_rural.ens
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SENA, D. A. et al. Vigor tests to evaluate the physiological quality of corn seeds cv.
'‘Sertanejo’. Ciéncia Rural, Santa Maria , v. 47, n. 3, €20150705, 2017 . Available
from: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782017000300151&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2017. Epub 15-Dez-
2016. doi: 10.1590/0103-8478cr20150705 (Artigo publicado eletronicamente).

11.5. Resumos:

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliagao de cultivares do ensaio nacional
de girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1.,
1992, Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pré-reitoria de Pés-graduagao e
Pesquisa, 1992. V.1. 420p. p.236. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citagao).

11.6. Tese, dissertacio:

COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre
bovinos (Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f.
Monografia/Dissertagao/Tese (Especializacdo/ Mestrado/Doutorado em Zootecnia) -
Curso de Pés-graduacao em Zootecnia, Universidade Federal de Santa

Maria. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citagao).

11.7. Boletim:
ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sdo Paulo : Departamento de Producédo Animal,
1942. 20p. (Boletim Técnico, 20). (OBS.: tentar evitar esse tipo de citagao).

11.8. Informacéo verbal:

Identificada no proéprio texto logo apds a informacéo, através da expressao entre
parénteses. Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal).
Ao final do texto, antes das Referéncias Bibliograficas, citar o endere¢co completo do
autor (incluir E-mail), e/ou local, evento, data e tipo de apresentagédo na qual foi
emitida a informacéao.

11.9. Documentos eletrbnicos:

MATERA, J.M. Afecc¢des cirurgicas da coluna vertebral: analise sobre as
possibilidades do tratamento cirurgico. Sdo Paulo : Departamento de Cirurgia,
FMVZ-USP, 1997. 1 CD. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacao).

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL ANIMAL
VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech

Republic. Proceedings... Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Online. Available from:
<http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1>.
Accessed: Mar. 18, 2005 (OBS.: tentar evitar esse tipo de citagao).

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais.
Online. Available from: <http://www.zh.com.br/especial/index.htm>. Accessed: Mar.
18, 2001(OBS.: tentar evitar esse tipo de citac&o).

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and
conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen. Maturitas, (Ireland),
v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000.
Online. Available from: <http://www. Medscape.com/server-
java/MedlineSearchForm>. Accessed: Mar. 18, 2007.
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MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Andlise comparativa entre duas técnicas de
recuperacao de ulcera de cérnea nao infectada em nivel de estroma médio. In:
SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997,
Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias -
UNNE, 1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC. (OBS.: tentar evitar
esse tipo de citagao).

12. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o numero de
ordem em algarismos arabicos. A revista ndo usa a denominacao quadro. As figuras
devem ser disponibilizadas individualmente por pagina. Os desenhos figuras e
graficos (com largura de no maximo 16cm) devem ser feitos em editor grafico
sempre em qualidade maxima com pelo menos 300 dpi em extenséo .tiff. As tabelas
devem conter a palavra tabela, seguida do numero de ordem em algarismo arabico e
nao devem exceder uma lauda.

13. Os conceitos e afirmagdes contidos nos artigos serao de inteira responsabilidade
do(s) autor(es).

14. Sera obrigatério o cadastro de todos autores nos metadados de submissao. O
artigo nao tramitara enquanto o referido item nao for atendido. Excepcionalmente,
mediante consulta prévia para a Comissao Editorial outro expediente podera ser
utilizado.

15. Lista de verificagao (Checklist .doc, .pdf).
16. Os artigos serao publicados em ordem de aprovagao.

17. Os artigos ndo aprovados serao arquivados havendo, no entanto, o
encaminhamento de uma justificativa pelo indeferimento.

18. Em caso de duvida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-
se a Comissao Editorial.

19. Todos os artigos encaminhados devem pagar a taxa de tramitacdo. Artigos
reencaminhados (com decisdo de Reject and Ressubmit) deverdo pagar a taxa de
tramitacao novamente. Artigos arquivados por decurso de prazo nao terdo a taxa
de tramitacdo reembolsada.

20. Todos os artigos submetidos passarao por um processo de verificacao de plagio
usando o programa “Cross Check”.
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