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RESUMO

colostro equino fornece imunoglobulinas, nutrientes e fatores de crescimento

essenciais a imunidade e sobrevivéncia do potro neonato. No entanto, em inimeros

casos, a ingestdo do colostro pelo neonato ndo ocorre de forma natural, sendo
necessario o aleitamento artificial. Métodos de preservacdo do colostro tém gerado
resultados controversos. O objetivo deste estudo foi testar a técnica de fermentacdo
anaerdbica do colostro equino, a fim de preservar a qualidade do produto e avaliar, in vitro,
a manutencdo dos constituintes colostrais. Foram verificadas as propriedades
microbioldgicas, fisicas e a concentracdo de analitos: calcio (Ca), potassio (K), magnésio (Mg)
e sédio (Na) do colostro in natura e em distintos periodos de fermentacdo anaerdbica. A
avaliacdo do pH no decorrer da fermentacdo demonstrou reducdo condizente com processo
fermentativo. Nos distintos periodos de fermentacdo, foi observada manutencdo das
concentragdes dos analitos e dos niveis de imunoglobulinas. Os resultados deste estudo
evidenciam que a silagem do colostro equino mantém as propriedades avaliadas in vitro.

Palavras-chave: Silagem. Imunidade. Imunoglobulinas.
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INTRODUCAO

O colostro equino caracteriza-se como uma secrecao lactea do Ubere gravidico, que inicia
sua liberacdo lentamente nas ultimas semanas de gestacao e continua por 24 a 48 horas
apos o parto. Sua principal fungdo é a transferéncia passiva de imunoglobulinas maternas
para o potro neonato, periodo de maior suscetibilidade as infeccGes neonatais, e perdura
até o momento em que os animais sejam responsivos aos desafios ambientais (GARDNER et

al., 2007).

A espécie equina é dependente da transferéncia passiva de imunoglobulinas maternas,
nutrientes, hormonios e fatores de crescimento presentes no colostro, devendo ser ingerido
imediatamente apds o nascimento. Essa dependéncia ocorre, principalmente, pela
necessidade de aquisicdo de imunidade, pois devido ao tipo de placentacdo na égua
(epitélio-corial difusa) ndo hda transferéncia de moléculas maiores de 150 kDa via
transplacentdria durante a fase intrauterina do potro. Por isso, os potros nascem sem
imunidade humoral, sendo considerados hipoglobulinémicos ou agamaglobulinémicos ao

nascimento (LEBLANC et al., 1986; SIMON et al., 2012).

Em muitos casos, a oferta do colostro ao neonato ndo é possivel em funcdo da
indisponibilidade materna ou por problemas do potro ao nascimento. Nessas situacdes, a
solugdo mais indicada é o aleitamento artificial, que é uma pratica bastante antiga e

conhecida entre os médicos veterinarios clinicos (GIGUERE; POLKES, 2005).

O colostro pode ser fornecido na sua forma natural, fresco ou conservado. Na equinocultura,
a forma de conservagao do colostro mais utilizada é o congelamento a temperatura de -20
°C, o qual preserva esse produto por até 12 meses. No entanto, muitas de suas propriedades
imunoldgicas podem ficar comprometidas por fatores como: energia elétrica inconstante,
causando descongelamentos indesejaveis, temperatura errbnea de descongelamento e
material para conservacdo sem higiene adequada (GIGUERE; POLKES, 2005). Com isso,
estudos avaliando alternativas de preservacdo do colostro equino sdo necessdrios e

relevantes.

Saalfeld (2008) implementou e avaliou a fermentacdo anaerébica de colostro bovino como

forma de aproveitamento do excesso de colostro produzido nas propriedades rurais. O
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método consistiu na fermentagdo anaerdbica do colostro. A silagem do colostro bovino nao
s6 mantém as caracteristicas fisico-quimicas do colostro in natura, como também a presenca
de Lactobacillus spp. e outros constituintes, incluindo as proteinas (ANDRADE et al., 2012).
Adicionalmente, Saalfeld et al. (2013) comprovaram que os niveis de imunoglobulinas na
silagem de colostro bovino sdo mantidos, sendo transferidas eficientemente para o recém-
nascido. Pereira et al. (2016), através da determinacdo de célcio (Ca), ferro (Fe), potassio (K),
magnésio (Mg), sédio (Na) e zinco (Zn), em amostras de silagem de colostro bovino,
comprovaram que ocorre uma manuteng¢do da concentragdo dos analitos no colostro, com

niveis superiores aos encontrados no leite.

O objetivo deste estudo foi testar a técnica de fermentacao anaerdbica do colostro equino, a
fim de preservar a qualidade do produto e avaliar, in vitro, a manutencdo dos constituintes

colostrais.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizadas 35 éguas prenhes, sendo nove éguas sem raca definida com idade entre
sete e vinte e um anos, com média de idade de 16 anos, pertencentes ao Centro de Ensino e
Experimentacdo em Equinocultura da Palma (CEEP) da Universidade Federal de Pelotas, Rio
Grande do Sul. As demais 26 éguas, da raca Crioula, com idade entre seis e vinte anos, com
média de idade de 16 anos, eram provenientes de um criatorio situado no municipio do
Capao do Ledo, Rio Grande do Sul. Todas as éguas tiveram gestacOes sauddveis, com
condi¢BGes nutricionais e higiénico-sanitarias similares, sendo multiparas e com média de
tempo de gestacdo de 332 dias. Em todas as fémeas foi realizado o acompanhamento

gestacional, monitoramento e avaliagao do parto.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade

Federal de Pelotas sob o n2 1890-2016.
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Coleta do colostro e preparo da silagem

As coletas de colostro foram realizadas direto da glandula mamaria no prazo de até seis
horas apds o parto. Previamente, foi realizada a antissepsia do Ubere, sendo desprezados os
primeiros jatos de colostro. Para cada égua foi coletado um volume de 300 mL de colostro,
em frascos estéreis tipo Falcon, os quais foram acondicionados em caixas isotérmicas sem a
presenca de gelo e encaminhados até ao laboratério de Microbiologia da Universidade

Federal de Pelotas, o tempo de transporte foi em torno de até 60 minutos.

O preparo da silagem de colostro seguiu a metodologia descrita por Saalfeld et al. (2013).
Para isso, um volume de 237 mL de colostro foi acondicionado em garrafas de polietileno
tereftalato (PET). As garrafas foram completamente preenchidas, fechadas e mantidas em
temperatura ambiente por um periodo de até 365 dias. O volume restante de colostro in
natura (63 mL) foi utilizado para avaliacdo das propriedades fisicas, microbioldgicas,
imunoldgicas e determinacdo dos analitos. A avaliagdo dessas propriedades no processo de
silagem foi realizada em intervalos de sete dias, nos primeiros 21 dias de fermentacdo

anaerdbica do colostro, e a cada 30 dias até o periodo final de avaliacao.
Avaliagdo fisica e pH

Em cada amostra, tanto do colostro in natura (n=35) como do colostro fermentado (n=45),
foi realizada a avaliacdo fisica (aspecto, coloragdo, viscosidade, odor e sabor) nos periodos
de 7, 15, 21, 30, 60, 90, 120, 150, 180 e 365 dias. A viscosidade e coloracao foram
classificadas de forma subjetiva de 1 a 7 e 1 a 5, respectivamente, segundo descrito por
LeBlanc et al. (1986). O pH foi determinado com auxilio de um potenciometro digital
devidamente calibrado. Adicionalmente a avaliagdo fisica, incluiu-se odor e sabor, essas

caracteristicas sdo descritas para o colostro e silagem de bovinos por Saalfeld (2008).
Avaliagoes microbiologicas

Aliquotas de 100 pL das amostras de colostro in natura e de silagem de colostro foram
semeadas em meios de cultura MacConkey, Chapmann, Sabouraud e agar sangue ovino 5%.
As placas foram incubadas a 37 °C por 72 horas em aerobiose. Paralelamente um volume de

100 pL de colostro in natura e silagem de colostro foram semeados em 9 mL de caldo Man,
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Rogosa e Sharpe (MRS-Biobras, Brasil) incubado a 37 °C por 72 horas em microaerofilia e
anaerobiose. Posteriormente, aliquotas de 100 pL dessa cultura foram repicadas para placas

de Petri contendo dgar MRS, sendo incubadas nas mesmas condi¢des citadas acima.

As placas que apresentaram crescimento de colonias bacterianas foram avaliadas pela
coloracdo de Gram e submetidas a identificacdo bioquimica até o nivel de género
(BARENFANGER, 2003). Para identificagdo molecular, foi realizada extragdo total de DNA
com pérolas de vidro, em amostras de silagem de colostro de distintos periodos, através do
método adaptado de Chagnaud et al. (2001) e amplificacdo por PCR utilizando os primers

gue amplificam a regido 16S.
Determinagao de analitos

Os analitos determinados foram Ca, K, Mg e Na. Foi utilizado um espectrémetro de emissado
Optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES) da Agilent, modelo 4200
(Melbourne, Australia), equipado com um nebulizador OneNeb e uma cdmara de
nebulizagdo ciclénica do Laboratério de Metrologia Quimica da Universidade Federal de
Pelotas. A andlise foi realizada para o colostro in natura e silagens de colostro até 365 dias. O
plasma foi mantido com gas nitrogénio, obtido do ar atmosférico através de um gerador de
nitrogénio da Agilent, modelo 4107 (Melbourne, Australia), com vaz&es de 20 e 1,5 L/min

para o gas de plasma e auxiliar, respectivamente.

Para o preparo das amostras foi utilizada uma solubilizagao alcalina com hidréxido de
tetrametilaménio (TMAH), a qual consistiu em pipetar 150 pL de amostra de colostro in
natura e colostro fermentado diretamente em frascos de polipropileno (PP), sendo, logo em
seguida, adicionado 300 pL de TMAH 25% (m/v) (Sigma, Estados Unidos). As amostras foram
agitadas e permaneceram overnight a temperatura ambiente. Por fim, foram avolumadas a

2 mL com agua deionizada.
Quantifica¢do de imunoglobulina G

A deteccdo de imunoglobulinas no colostro e silagem do colostro foi realizada empregando o
método de ELISA (ensaio imunoenzimatico) indireto para deteccdo de IgG anti Theileria equi

(VIANNA et al., 2014). Essa avaliacdo foi realizada em amostras de colostro de nove éguas
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inoculadas com uma vacina experimental contra T. equi (VIANNA et al., 2014). Seis éguas

ndo vacinadas foram utilizadas como controle.

A avaliagdao das imunoglobulinas no processo de fermentagao da silagem foi realizada em
periodos de sete dias, nos primeiros 21 dias de fermentacdo anaerdbica do colostro, e a

cada 30 dias até o periodo final de avaliacdo, totalizando 365 dias de fermentacao.
Analises estatisticas

A anailise estatistica dos dados foi realizada através do software SAS. Para avaliagdo fisica foi
realizada distribuicao de frequéncia para descricdes das caracteristicas fisicas de viscosidade

e coloracdo, sendo os valores expressos em porcentagem, minimo e maximo.

Para avaliacdo das diferencas nos valores de pH, determinacdo dos analitos e dinamica de
IgG em relacdo ao tempo de fermentacdo, as varidveis foram submetidas ao teste de
Bonferroni, e realizadas pressuposi¢cdes para analise de variancia. A partir dos dados nao-
normais, foi realizada transformacdo logaritmica. As varidveis ndo-normais (K, Mg e Na)
foram convertidas em logaritmo base 10 (log 10), passando a demonstrar normalidade.

Significancia foi atribuida ao valor de p<0,05.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O colostro manteve as caracteristicas avaliadas, sendo de grande importancia na
alimentacdo dos potros neonatos, entretanto, o tempo de secre¢ao dessa substancia apds o
parto é muito curto e muitas vezes 0s potros ndao conseguem aproveitar totalmente o
periodo de producdo desse alimento. Esse fato justifica a necessidade de coletar e estocar o
colostro para ser administrado na alimentacdo didria dos potros neonatos, como um
suplemento alimentar. Todavia, é importante preservar os constituintes colostrais para que

nao se percam as propriedades nutritivas e imunoldgicas (CANISSO et al., 2013).
Avaliagao Fisica

O colostro equino in natura (n=35) caracterizou-se por apresentar viscosidade leitosa
(11/35), cremo-leitosa (5/35) e cremosa (19/35). Em relagdo a coloracdo: amarelo claro
(21/35) e amarelo escuro (14/35). A silagem do colostro fermentada foi avaliada fisicamente,

nas quais ndo foram observadas modificacGes de coloracdo e viscosidade. Adicionalmente a
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avaliacdo fisica das amostras de silagem de colostro, incluiu-se odor e sabor, em que o odor
se apresentou semelhante a queijo com sabor acido e levemente salgado. Os resultados da
avaliagdo de viscosidade e coloragao do colostro in natura foram similares aos descritos por
Luz et al. (1992), que evidenciaram a relacdo entre coloragdo, viscosidade e o teor de
imunoglobulinas, sendo um método subjetivo. No presente estudo, pode-se observar que a
avaliagdo fisica do colostro in natura e silagem do colostro apresentaram boa qualidade,
refletindo indiretamente o teor de imunoglobulinas, uma vez que quanto maior a coloracdo
e viscosidade maior a concentracdo de imunoglobulinas. A manutencdo das caracteristicas
fisicas da silagem indicou adequada fermentacdo das amostras avaliadas, demonstrando a

viabilidade do método até 365 dias de fermentacao.
Avaliagdo do pH

A média do pH do colostro in natura foi de 6,17. A partir do sétimo dia de avaliacdo da
silagem de colostro até os 365 dias, os valores de pH diferiram da avaliacdo inicial, sendo a
média 3,83. Essa reducdo do pH (p<0,005) durante os periodos avaliados demonstrou
adequado processo fermentativo. Os valores de pH no colostro in natura e silagens
apresentaram valores similares aos descritos por Saalfeld et al. (2013) para silagem de
colostro bovino, na qual também se observou reducdo constante do pH, quanto maior o
periodo de fermentacdo. A reducdo do pH observada durante os periodos avaliados
demonstrou adequado processo fermentativo, no qual houve conversado de lactose em acido
lactico, influenciando diretamente as caracteristicas bioldgicas e impedindo o crescimento e
desenvolvimento de micro-organismos patogénicos e de deterioracdo (SAALFELD et al.,

2013).




ISSN: 2318-356X SClENCEANDANIMALHEAUH V.7 N.1JAN/ABR 2019 P. 54-67

Faculdade de Veter & Programa de Po: ducao em Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas

Tabela 1 - Valores de pH no colostro in natura e nos distintos periodos de fermentagado anaerdbica.

Momento (dias) pH

Parto 6,19+0,07°

7 5,08+0,17°
15 4,78+0,25"°
21 4,54+0,11%°
30 4,08+0,08"°
60 3,92+0,05°"
90 3,58+0,13%
120 3,82+0,15%"
150 3,40+0,17®
180 3,46+0,10"
365 3,46+0,10"

abcdete) otras diferentes indicam diferenca estatistica entre as varidveis na coluna (p<0,05).

Analitos

Os analitos Ca, K e Na ndo demonstraram altera¢cGes durante a fermentacdo. Os valores de
Mg demonstraram interac¢do fraca (r=0,307) com o tempo de armazenamento decorrido,
apresentando um discreto aumento na concentrac¢do (510,20 mg.L‘l) no decorrer dos 365
dias de fermentagdao, em comparagdo com o colostro in natura, que apresentou a
concentragdo de 300,20 mg.L™ (Tabela 1). As determinagdes de Ca, K e Na mantiveram-se
semelhantes aos valores encontrados no colostro in natura até 365 dias de fermentacdo
(Tabela 2), estando as concentra¢des desses analitos de acordo com os padrdes descritos
para equinos da raca Arabe (UNANIAN et al., 1994). Porém, ndo ha descricdo das
concentracdes desses analitos na fermentacdo anaerdbica do colostro equino. A
manutencdo das concentra¢des neste estudo, observadas na silagem do colostro, sugerem
que o processo de fermentacdo pode ser utilizado para o armazenamento de colostro
equino. Contudo, mais estudos sdo necessarios para sugerir a administracdo do colostro

fermentado para o aleitamento de potros neonatos. A quantificacdo dos analitos na
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secrecdo mamadria pode ser utilizada para prever o parto em gestacdes saudaveis, pois
ocorre um incremento nas concentracdes de Ca e K e um decréscimo nas concentragdes de
Na e Cloro (Cl), no periodo entre o dia anterior e dia do parto (CANISSO et al., 2013). Dessa
forma, a avaliacdo dos analitos nesse periodo e no colostro in natura pode estimar se houve
a formacdo adequada do colostro. Entretanto, ndo ha descricdo da relagdo dos niveis de

eletrélitos no colostro in natura com a qualidade do mesmo.

Tabela 2 - Resultados da média * desvio padrao da concentragao de Ca, Mg, K e Na no colostro in natura e nos
distintos periodos de fermentag¢do anaerdbica.

Concentrag3o (mg.LY)

M?:::;;to Ca Mg K Na
Parto 788,97+31,66 300,20+34,42 1365,9£50,71 344,31+28,76
7 785,60468,30 373,60+98,82 1378,8177,24 386,60+84,27
15 787,00468,43 364,20£96,17 1314,4+89,30 376,00+78,08
21 741,20474,37 357,80495,79 1237,0+97,14 324,40492,27
30 651,80+35,36 340,40+105,41 1333,0+96,16 371,00£61,63
60 662,40+41,05 370,00+116,15 1358,0+91,45 343,80+56,95
90 631,20+35,99 328,80+113,34 1244,8+81,69 336,00+58,57
120 726,60£59,30 484,80+69,96 1439,2+226,18 462,00+85,22
150 786,40£43,58 510,00+71,33 1369,6+251,58 463,00485,08
180 782,20%40,24 510,20+£71,78 1314,0+229,50 443,00+80,20
365 782,50+40,24 510,30+71,78 1314,0+209,50 443,00480,20

Quantificagao de imunoglobulina G

A dinamica da IgG da silagem de colostro se manteve nos periodos avaliados e ndo
demonstrou diferenca quando comparada ao colostro in natura. Os niveis dessa
imunoglobulina se mantiveram constantes durante os 365 dias de fermentagdo. Esses
resultados demonstraram que a silagem do colostro equino, assim como nos bovinos,

constitui-se como um método alternativo de armazenamento para a formacao de bancos de
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colostro. Entretanto, é necessdria a realizacdo de testes in vivo, a partir do fornecimento
para potros neonatos e posterior avaliagdo de absor¢dao de imunoglobulinas. Segundo
SIMON et al. (2012), uma caracteristica da espécie equina é a auséncia de imunidade
humoral ao nascimento, o que justifica a importancia do colostro como método de

imunizagao passiva.
Avaliacao microbiologica

Na cultura microbioldgica foi observado crescimento bacteriano em somente 5,7% (2/35)
das amostras de colostro in natura e 11,1% (5/45) das silagens. Baseado na identificacdo
morfoldgica, bioquimica e molecular, foram classificadas como pertencentes aos géneros
Enterococcus spp. e Lactobacillus spp. (Figura 1). Apesar do pouco crescimento observado,
macroscopicamente nos cultivos, a presencga bacteriana no colostro in natura e na silagem
foi confirmada pela identificagdo molecular. Similarmente, Saalfeld et al. (2013) ao avaliarem
a silagem de colostro bovino, observaram a predominancia de bactérias acido laticas
(Lactobacillus e Enterococcus), sugerindo que esses géneros bacterianos foram os
responsaveis pelo processo de fermentacdo do colostro. Segundo esses autores, bactérias
do grupo acido-latico possuem propriedades probidticas, podendo ser usadas em alimentos
tanto para consumo humano quanto animal, as quais acidificam esses alimentos, impedindo
o desenvolvimento de bactérias patogénicas. De acordo com Salimei e Fantuz (2012), em
equinos a microbiota com maior representatividade no colostro é de bactérias acido-laticas,

porém, a caracterizagao das espécies ndo é descrita.

Figura 1 - Enterococcus spp. (coloragdo de Gram) a esquerda. Gel de agarose 1% para eletroforese da PCR
realizada sobre amostra total de silagem de colostro armazenada por diferentes periodos de fermentagao a
direita. Linha 1 — colostro “in natura”; Linha 2 — 21 dias; Linha 3 — 60 dias; Linha 4 — 180 dias; Linha 5 —
Marcador 100 pb (Ludwigui).
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a fermentacdo anaerdbica do colostro
equino, até 365 dias de fermentacdo, manteve os constituintes colostrais avaliados
semelhantes ao colostro in natura. Os dados permitem inferir que essa técnica demonstrou
ser um método econdmico, de facil producdo e armazenamento, dispensando equipamentos
especiais para sua elaboragdo. Assim, o colostro anaerobicamente fermentado até 365 dias
pode ser um novo método de armazenamento para elaboracdo de um banco de colostro
equino. Entretanto, estudos in vivo sao necessarios para viabilizar o seu emprego na

equideocultura.

ANAEROBIC FERMENTATION OF EQUINE COLOSTRUM

ABSTRACT

quine colostrum provides immunoglobulins, nutrients, and growth factors essential to

the immunity and survival of the newborn foal. However, in many cases, colostrum

intake by the neonate does not occur naturally, and artificial feeding is necessary.
Colostrum preservation methods have generated controversial results. The objective of this
study was to test the anaerobic fermentation technique of equine colostrum in order to
preserve the quality of the product and to evaluate the maintenance of colostrum
constituents in vitro. The microbiological and physical properties and the concentration of
analytes, Ca, K, Mg, and Na of colostrum in natura and in different periods of anaerobic
fermentation were verified. The evaluation of the pH during the fermentation showed a
consistent reduction with the fermentative process. In the different fermentation periods,
maintenance of analyte concentrations and immunoglobulin levels was observed. The
results of this study show that equine colostrum silage maintains the properties evaluated in
vitro.

Keywords: Silage. Immunity. Immunoglobulins.
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FERMENTACION ANAEROBICA DEL CALOSTRO EQUINO

RESUMEN

esenciales para la inmunidad y la supervivencia del potro neonato. Sin embargo, en

innumerables casos la ingestion del calostro por el neonato no ocurre de forma
natural, siendo necesario la lactancia artificial. Los métodos de preservacién del calostro han
generado resultados controvertidos. El objetivo de este estudio fue probar la técnica de
fermentacion anaerdbica del calostro equino a fin de preservar la calidad del producto y
evaluar in vitro el mantenimiento de los constituyentes calostrales. Se verificaron las
propiedades microbioldgicas y fisicas y la concentracién de analitos, Ca, K, Mg, y Na del
calostro in natura y en distintos periodos de fermentacién anaerdbica. La evaluacion del pH
en el transcurso de la fermentacion demostré una reduccion acorde con el proceso
fermentativo. En los distintos periodos de fermentacion, se observo el mantenimiento de las
concentraciones de los analitos y de los niveles de inmunoglobulinas. Los resultados de este
estudio evidencian que el ensilaje del calostro equino mantiene las propiedades evaluadas in
vitro.

EI calostro equino proporciona inmunoglobulinas, nutrientes y factores de crecimiento

Palabras clave: Ensilaje. Inmunidad. Inmunoglobulinas.
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