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Refratdmetro de Brix como ferramenta para avaliar a qualidade
do colostro bovino

Resumo

O refratdmetro de Brix € amplamente utilizado para avaliar a qualidade do colostro
bovino. O objetivo deste trabalho foi avaliar a associagdo entre o grau Brix e a
concentragdo dos parametros principais do colostro. Foram analisadas 82 amostras de
colostro de bovinos leiteiros, encontrando-se uma média de 25,18% + 4,87%, de matéria
seca, 4,63% + 3%, de gordura, 15,25% + 3,64%, de proteina e 52,53 g/L + 24,54 g/L de
imunoglobulina G (IgG). O Brix médio foi de 25,26 + 4,26 tendo observando-se uma
relacao linear significativa entre o Brix e 0s niveis de proteina (R2=0,81), e matéria seca
(R?=0,62) e IgG (R?=0,56). Foi obtido um ponto de corte de 25,1% Brix para identificar
colostro de boa qualidade (IgG = 50 g/L), com uma sensibilidade de 80% e uma
especificidade de 76%. O colostro com Brix = 25,1 apresentou maior teor de matéria
seca e proteina, mas nao de gordura. O refratbmetro Brix revelou ser uma boa

ferramenta para diferenciar o colostro de acordo com o seu valor imunoldgico.

Palavras-chave: Refratometria, Bovinos leiteiros, Vitelos, Bem-estar,
Imunoglobulina G



Brix refractometer as a tool to evaluate the quality of bovine colostrum
Abstract

The Brix refractometer is widely used to assess the quality of bovine colostrum. The aim
of this study was to evaluate the association between the Brix degree and the
concentration of the main colostrum parameters. A total of 82 bovine colostrum samples
were analyzed, with an average of 25.18% + 4.87% dry matter, 4.63% + 3% fat, 15.25%
+ 3.64% protein, and 52.53 g/L + 24.54 g/L immunoglobulin G (IgG). The average Brix
value was 25.26 + 4.26, and a significant linear relationship was observed between Brix
and protein levels (R2 = 0.81), dry matter (R2=0.62), and IgG (R2 = 0.56). A cutoff point
of 25.1% Brix was determined to identify good quality colostrum (IgG = 50 g/L), with a
sensitivity of 80% and a specificity of 76%. Colostrum with Brix = 25.1% had higher dry
matter and protein content, but not higher fat content. The Brix refractometer proved to

be a useful tool for differentiating colostrum based on its immunological value.

Key-words: Refractometry, Dairy cattle, Calves, Welfare, Inmunoglobulin G
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1. Introducéo

O colostro € a primeira secrecdo mamaria, rico em macro e micronutrientes e compostos
bioativos com atividade antimicrobiana. Este é crucial para a assisténcia nutricional,
imunoldgica, e para o crescimento e desenvolvimento do recém-nascido (Playford &
Weiser, 2021).

Os vitelos nascem desprovidos de imunidade adquirida, uma vez que ndo ocorre
transferéncia placentaria de imunoglobulinas da mae para o feto durante a gestacao
(Larson et al., 1980). Por este motivo, a aquisicdo de imunidade passiva depende
exclusivamente da ingestdo de colostro com elevada concentracdo de imunoglobulina
G (IgG) (Baumrucker et al., 2010). Quando a quantidade de IgG ingerida é insuficiente,
verifica-se uma falha na transferéncia passiva da imunidade (TIP), clinicamente definida
por uma concentracdo sérica de IgG inferior a 10 mg/mL (Calloway et al., 2002). Embora
a avaliacdo da concentracdo sérica de IgG forneca uma importante informacéo sobre a
TIP, serve também como um proxy para avaliar os beneficios adicionais da ingestéao de
colostro, como os fatores antimicrobianos e nutritivos, a proviséo de fluidos e de calor
(Lombard et al., 2020). A prevencao da TIP exige a administracédo rapida de colostro de
elevada qualidade, contendo pelo menos 50 mg/mL de IgG, valor que pode ser
determinado através do método de difusdo radial (RID — Radial Immunodiffusion)
(McGuirk e Collins, 2004; Godden, 2008). Tendo em conta a elevada variabilidade na
gualidade do colostro e a significativa prevaléncia da TIP, é fundamental que os
produtores avaliem previamente a concentracdo de IgG no colostro antes de o fornecer
aos vitelos ou de o conservar para utilizacdes futuras.

A avaliacdo da qualidade do colostro em contexto de exploracdo deve reunir critérios de
fiabilidade, preciséo e facilidade de execucéao (Fleenor e Stott, 1980). Recentemente, foi
sugerido que o refratbmetro grau de Brix constitui uma ferramenta fiavel para a
determinacdo da concentragdo de 1gG no colostro bovino, sendo considerado que
valores entre 18% e 23% Brix representam um valor de cutt-off adequado para
classificar o colostro como de boa qualidade de forma a garantir uma protecéo
imunoldgica eficaz aos vitelos (Chigerwe et al., 2008; Bielmann et al., 2010; Quigley et
al., 2013). Esta praticidade permite que os produtores avaliem diretamente, no campo,
a qualidade do colostro e tomem decisdes imediatas quanto & sua administragéo,
otimizando a transferéncia passiva de imunidade e reduzindo o risco de doencas
neonatais (Elewa et al., 2020).Embora a avaliagdo imunolégica, baseada na
concentracao de IgG, seja 0 método mais comum para aferir a qualidade do colostro,
existem também abordagens complementares centradas na analise da sua composigao

nutricional. Estas incluem a medi¢do da matéria seca, das fracdes azotadas, do teor de



gordura butirica, da lactose, bem como a determinacdo dos componentes minerais e
vitaminicos (Unamuzaga et al., 2024).

Este estudo tem como objetivo investigar as associagdes entre as leituras de grau Brix
e componentes como matéria seca (MS), proteina bruta (PB), gordura, extrato seco
desengordurado (ESD) e IgG, assim como a eficacia do Brix em distinguir colostro de
alta qualidade, definido tanto pela concentracdo de IgG como pelos restantes

componentes.



2. Revisdao bibliogréfica
2.1. O colostro bovino

Segundo a Comisséo Europeia (2006), o colostro é definido como o fluido secretado
pela glandula mamaria dos mamiferos, apés o parto, sendo rico em anticorpos e
minerais e que precede a producgédo de leite. Na bibliografia encontram-se significados
semelhantes e que complementam esta Ultima definicdo. Foley & Otterby (1978); Abdou
et al., (2012) e; Yilmaz & Kasikgi (2013) referem que o colostro é o fluido formado na
fase final da gestacdo, constituido por secrecbes lacteas e constituintes do soro
sanguineo, acumulando-se na glandula mamaria durante o periodo seco e pré-parto e
tem como inicio de secre¢cdo o momento logo a seguir ao parto, sendo distinguivel do
leite nos parametros fisicos (viscosidade, coloracdo e densidade) e quimicos.

Este fornece uma dieta completa com nutrientes essenciais, energia (podendo aumentar
a producado de calor endégeno em 17%) e, gracas ao seu poder laxativo, facilita a
expulsdo de mecénio (Kuralkar & Kuralkar, 2010; Yilmaz & Kasikgi, 2013; Dwyer et al.,
2015).

O colostro tem como principal finalidade assegurar nos primeiros tempos de vida a maior
vitalidade possivel aos recém-nascidos, conferindo protecao imunolégica temporaria ao
vitelo, contra infecbes durante os primeiros dias apds o0 nascimento até que o0 seu
sistema imunitario se torne totalmente funcional. Assim, a ingestdo do colostro é
particularmente importante na imunidade passiva do recém-nascido, através da
transferéncia de imunoglobulinas maternas (Playford et al., 2000; Blum, 2003; Day &
Schultz, 2014; Hailu et al., 2019).

Para que ocorra uma transferéncia de imunidade passiva eficaz, o colostro deve ser
consumido pelo vitelo imediatamente apds o nascimento, pois h4 uma relacéo linear
entre o periodo de ingestdo do colostro e a eficacia de absor¢do de macromoléculas no
limen intestinal do neonato. Na realidade, estas, sdo apenas absorvidas nas primeiras
24 horas ap0s o0 nascimento do vitelo, com niveis de absor¢do maxima entre as 2 e 4
horas pés-parto (Godden et al., 2009). Apdés o parto, termina a fase referida com
lactogénese |, que abrange a producéo de colostro (colostrogénese), dando-se inicio a
fase seguinte, a lactogénese I, que engloba a producdo de leite (Baumrucker &
Bruckmaier, 2014). Assim, a composigéo do colostro muda de forma continua apos o

parto, com uma diminui¢cdo o seu valor nutritivo ao longo do tempo.
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2.1.1. Composicéo do colostro bovino

Segundo El-Loly (2022) a composi¢cdo do colostro estd divida em composigéo
nutricional, composi¢cao imunolégica e fatores de crescimento. Os componentes
incorporados na fragdo nutricional sdo a agua, a proteina, gordura, carbohidratos,
vitaminas e minerais. No que concerne a fragdo imunoldgica, esta € constituida por
imunoglobulinas (Igs) e componentes com atividade antimicrobiana e antiviral. Os
fatores de crescimento, estes, sdo constituidos principalmente pelo fator de crescimento
semelhante a insulina e ao fator de crescimento transformador beta.

Existem vérios fatores que afetam a composicdo do colostro. Esta é afetada pelo
namero de lactacdes, duracdo do periodo seco, volume de colostro produzido, raca
(Weaver et al., 2000), vacinacdo (Dunn et al., 2017), exposi¢do a doencas, nutricao
(Mann et al., 2016), variagao individual (Parrish et al., 1950), inicio da colostrogénese
(Baumrucker & Bruckmaier, 2014) e regulacdo sistematica e enddcrina (Guy et al.,
1994a, 1994b). A maioria da bibliografia centra-se no efeito destes fatores na
concentracdo de imunoglobulina G (IgG), mas Dunn et al., (2017), caracterizou 0s
fatores que afetam os componentes do colostro além da concentragdo de IgG, incluindo

a gordura, proteina e lactose.

2.1.1.1. Composicdo quimica

Os constituintes quimicos do colostro apresentam variagcdes entre as diferentes
espécies mamiferas, no entanto, é geralmente rico em energia, proteina, vitaminas e
minerais (Dang et al.,, 2009). Na Tabela 1, encontra-se a composi¢cdo quimica e
propriedades fisicas do colostro de acordo com algumas referéncias bibliograficas. Além
de todos os componentes de importancia nutricional e imunolégica, o colostro possui ha
sua constituicdo uma série de outros componentes bioativos como: fatores e hormonas
de crescimento, citoquinas e péptidos bioativos (Blum, 2003; Kuralkar & Kuralkar, 2010;
Moreno-Indias et al., 2012; Yilmaz & Kasikgi, 2013).
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Tabela 1: Composicdo do colostro bovino

Componentes Colostro bovino Referéncias

Solidos totais (%) 23,9 Playford & Weiser (2021)

Gordura (%) 6,7 Zou et al., (2015)

Lactose (%) 2,7 McGrath et al., (2016)

Proteina (%) 14

Albumina (%) 6 Playford & Weiser (2021)

Caseina (%) 4,8

IgG (mg/ mL) 32

IgA (mg/mL) 1,66 Kehoe et al., (2007)

IgM (mg/mL) 4,32

Lisozima (mg/L) 0,14 -0,7

Lactoferrina (g/L) 15-5 Korhonen (1977)

Saédio (%) 0,07

Célcio (%) 0,26

Potassio (%) 0,14 Godden et al., (2019)

Magnésio (%) 0,04

Vitamina A (ug/100 mL) 295

Vitamina D (1U/g gordura) 0,89-1,81

Vitamina E (ug/g gordura) 84 Foley & Otterby (1978);

B1 (Tiamina) (ug/mL) 0,58 Godden et al., (2019)

B2 (Roboflavina) (ug/mL) 4,83

Hormona de crescimento 0,17

(ng/mL)

Fator de crescimento 870 Elfstrand et al., (2002)

semelhante a insulina

(ng/mL)

Insulina (ug/L) 65,9 Georgiev (2008); Godden
et al., (2019)

Gravidade relativa 1, 056

pH 6,17 Borad & Singh (2018)

As Igs séo os principais constituintes imunol6gicos do colostro, uma vez que assumem
uma importante fungdo no sistema imunitario do recém-nascido. Como nos bovinos e
outros ruminantes, ndo ocorre transferéncia de Igs via placenta, a transferéncia via

colostro é a forma natural mais eficaz de conferir ao neonatos uma defesa imunitaria
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adicional, enquanto este desenvolve a imunidade adaptativa. As concentracoes de IgG,
imunoglobulina A (IgA), imunoglobulina M (IgM) no colostro bovino sdo altamente
heterogéneas, sendo influenciadas por diversos fatores fisiolégicos e ambientais
(Godden et al., 2019). De acordo com Newby et al., (1982) no colostro as concentragdes
médias de 1gG, IgA, IgM, foram de 75 g/L, 4,4 g/L e 4,9 g/L, respetivamente. Estudos
demonstram que a variacéo interindividual é significativa, com diferencas marcantes
entre vacas primiparas e multiparas. O nimero de partos € um fator importante em
relacdo ao conteudo de Ig no colostro, sendo que as vacas primiparas apresentam um
conteddo em imunoglobulinas consideravelmente mais baixo do que as vacas
multiparas na terceira (ou mais) lactacdo (Gulliksen et al., 2008). Além disso, fatores
Como a racga, estacao do ano e o estado nutricional da vaca podem modular a producdo
de imunoglobulinas no colostro.

Uma das razdes pela qual o colostro é distinto do leite é devido a sua caraterizacao
proteica. Num trabalho realizado por Kehoe et al., (2007), a proteina foi definida como
0 composto predominante no colostro, representando 14,9%, o estudo de Foley &
Otterby (1978), apresentou um valor semelhante, de 14%. Esta elevada percentagem é
explicada pela presenca das Igs, mais concretamente a IgG que durante as primeiras
guatro ordenhas, representa 53,6 a 89,1% do teor de proteina. Apesar de haver, ao
longo das ordenhas, uma diminuicdo geral de todas as componentes proteicas do
colostro existe uma diminuicdo especialmente marcada na concentracdo da IgG,
passando, posteriormente a ser, a beta-lactoglobulina, a proteina com maior
concentracao no colostro (Mach & Pahud,1971).

Os lipidos representam a segunda grande categoria mais preponderante no colostro.
De acordo com Kehoe et al., (2007) e Godden et al., (2019), estes constituem 6,7%,
sendo os &cidos gordos saturados os principais constituintes desta classe. Os lipidos
presentes no colostro ndo s6 constituem uma importante fonte de energia, essencial
para os vitelos que nascem com reservas energéticas limitadas, como também
desempenham um papel relevante na protecdo imunitaria dos neonatos, por meio de
transporte de vitaminas lipossollveis. Para além do seu valor energético, esses
componentes atuam como agentes termorreguladores, auxiliando os vitelos a manter a
temperatura corporal e a sustentar o metabolismo nos primeiros dias de vida.
Adicionalmente, os lipidos possuem propriedades antimicrobianas que reforcam as
defesas imunologicas, contribuindo para a protegcdo contra agentes patogénicos.
Diversos estudos tém evidenciado que a gordura colostral € determinante para o
crescimento, adaptacao e sobrevivéncia dos vitelos no ambiente extrauterino. (Quigley
et al., 2012; Fischer et al., 2021).
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Relativamente aos carbohidratos, sdo representados maioritariamente pela lactose.
Parrish et al., (1950) retrataram que esta constitui 2,5%, resultados semelhantes aos
obtidos por Kehoe et al., (2007). A concentracao deste constituinte € baixa no colostro
e muda de maneira inversa a outros constituintes. Foi relatado por varios autores que,
nas primeiras ordenhas pés-parto, a lactose apresenta baixos niveis, seguido por um
aumento constante, até que um nivel normal seja atingido, de aproximadamente de 5%
(Parrish et al., 1950; Klimes et al., 1986; Tsioulpas et al., 2007; El-Fattah et al., 2012).
Uma diminuta percentagem de lactose resulta num colostro extremamente viscoso, uma
vez que a sua producao causa um influxo de agua no colostro que, por sua vez, regula
o volume produzido (Jenness & Holt 1987; Bleck et al., 2009). Nesta situacao, a agua
atua sensitivamente na densidade do leite. Assim a producéo do colostro é influenciada
pelo fornecimento de agua e diminui significativamente quando esta, destinada ao
consumo animal, é limitada ou deixa de estar disponivel. Dai a importancia de se ter
agua em abundancia e de livre acesso ao animal (Moreira, 2014).

No que concerne ao grupo vitaminico podemos dividi-lo em vitaminas lipossoluveis
(representadas pelas vitaminas A, D, E e carotenoides) e hidrossolUveis (representadas
pelas vitaminas B1, B2, B6, B12, folato — B9, biotina — B7, e acido pantoténico — B5). O
colostro contém de 4 a 10 vezes mais vitaminas A, D e E do que o leite, sendo a principal
via de fornecimento destes nutrientes aos recém-nascidos, pois as vitaminas
lipossolaveis, em particular, ndo sdo capazes de atravessar a barreira placentaria
(Hodulova et al., 2014).

Os minerais mais importantes no colostro sdo 0s macrominerais calcio, fésforo,
potassio, sédio e magnésio. Estes sdo fundamentais nos ciclos metabdlicos enziméaticos
celulares (Althaus et al., 2001).

Os principais fatores de crescimento no colostro bovino sdo o fator de crescimento
semelhante a insulina e o fator de crescimento transformador beta. O fator de
crescimento semelhante a insulina, € um péptido que controla as a¢gbes da hormona de
crescimento. Este, por ndo ser absorvido sistemicamente, pensa-se ter uma agao
sobretudo local, relacionada com o desenvolvimento gastrointestinal (nomeadamente
com o numero das vilosidades intestinais) e com a absorgdo de IgG (Elfstrand et al.,
2002). O fator de crescimento transformador beta atua também no trato gastrontestinal,
com um papel importante na manutencéo da integridade gastrointestinal em vitelos
recém-nascidos. A hormona de crescimento desempenha um papel de crescimento e
funcdo intestinal (devido aos recetores desta hormona presentes por todo o trator

gastrointestinal) (Jensen et al., 2020).
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2.1.1.2 Propriedades fisicas

O valor de pH é ligeiramente acido (com uma variagéo entre 6,0 e 6,6) na altura do parto,
aumentando progressivamente ao longo da lactacao, até chegar a um valor préximo do
neutro (cerca de 6,5 a 6,7) (Mcintyre et al., 1952).

A capacidade de tampdao do colostro é definida como a resisténcia a mudancas no pH
(Lucey et al., 1993). Mcintyre et al., (1952) relataram que a capacidade tamp&o do
colostro era maior que a do leite e diminuia rapidamente durante as primeiras quatro
ordenhas. Klimes et al., (1986) também relataram uma capacidade tampao maior do
colostro em comparacéo ao leite.

O colostro tem uma cor amarelada, em grande parte devido a presenca de carotendides
(McGrath et al., 2016). Observou-se que os niveis de carotendides (B-caroteno) sdo
elevados no colostro inicial, em particular na fracdo de gordura, mas diminuem
acentuadamente durante a primeira semana de lactagéo. (Parrish et al., 1948; Calderon
et al., 2007). Os mesmos autores relataram uma relacdo linear entre a concentracao de
B-caroteno e o indice de cor e concluiram que o B-caroteno foi responsavel por 65% das
variacfes no indice de cor do colostro.

Durante o periodo pré-parto, ha um aumento da permeabilidade das membranas da
glandula mamaria e mais constituintes sanguineos tém acesso ao colostro. Uma cor
avermelhada no mesmo pode ser indicativa de infe¢cdo intramaméaria (Olives et al.,
2013).

Usando a escala de cor CIE L*, a* b* Madsen et al., (2004) relataram que houve
mudanca de cor ha transi¢cdo do colostro para as seguintes ordenhas. Ficou mais claro
(L*, aumentou nas primeiras seis ordenhas), menos vermelho (a*, diminuiu e estabilizou
apos a segunda ordenha) e menos amarelo (b*, diminuiu nas primeiras 12 ordenhas).
Madsen et al., (2004), Argtiello et al., (2005) e El-Loly (2022), referiram nos seus estudos
gue avaliar a qualidade do colostro visualmente ndo é uma forma precisa, pois um
colostro mais amarelo nao significa que tenha melhor qualidade quando comprado com
um colostro de uma cor mais clara. Esta avaliagdo visual pode ser Gtil aguando da
verificagdo do fim do colostro e inicio do leite de transicdo, onde o colostro apresenta
ser mais viscoso e com um tom amarelado e o leite de transicdo mais fluido e claro
(Chudy et al., 2020).

A densidade absoluta (d) de um sistema é definida como a razdo entre sua massa (m)
e seu volume (V), expressa pela férmula d = m/V, sendo dependente fundamentalmente
da temperatura. Porque a densidade absoluta também € considerada uma propriedade
especifica de cada substancia, e por isso cada substancia possui uma densidade

caracteristica, essa densidade de substancias puras é chamada de massa especifica
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(1. Por outro lado, a densidade relativa é a relacdo entre a densidade absoluta de um
material e a densidade de uma substancia padrao. Para sélidos e liquidos, o padréo
mais comumente usado é a agua, cuja densidade a 4°C é de 1,000 kg/dm3 (ou 1,000
g/cm3). A unidade de medida da densidade absoluta, no Sistema Internacional de
Unidades (SI), é o kg/m3. Ja a densidade relativa, por ser uma relacédo entre densidades,
nao possui unidade, sendo uma grandeza adimensional (Vaz et al., 2004).

O valor da densidade do colostro varia consoante a bibliografia consultada. De acordo
com Maunsell et al., (1998), o colostro de vacas das racas Ayshire e Pardo-Suica é
caracterizado por uma menor densidade (respetivamente: 1,0488 g/mL e 1,0473 g/mL)
em comparacdo ao colostro de vacas Holstein-Frisia (1,0524 g/mL). Strekozov et al.,
(2008) observaram variacdes na densidade do colostro de acordo com a época de parto.
A densidade de colostro de vacas que pariram no outono foi maior, seguida pelo inverno
e depois pela primavera. Durante o outono e o inverno, as vacas tendem a receber
dietas mais energéticas, favorecendo o aumento da concentragdo de nutrientes no
colostro. Em contrapartida, nas esta¢cdes mais quentes, como a primavera, 0 stress
térmico pode comprometer a qualidade do colostro. Soma-se, a influéncia das
alteracBes hormonais e fisioldgicas decorrentes do fotoperiodo e da temperatura, que
também podem afetar a sua composicdo. A densidade do colostro esta fortemente
associada a sua qualidade imunolégica e nutricional, principalmente a concentracéo de
IgG, fundamentais para garantir a imunidade passiva dos recém-nascidos. Em geral,
colostros com maior densidade apresentam uma quantidade mais elevada de sdlidos
totais, como IgG, proteinas e gordura. Por outro lado, colostros com densidade mais
baixa tendem a ser mais diluidos, refletindo uma qualidade inferior tanto do ponto de
vista imunoldgico quanto nutricional (Weaver et al., 2000).

Parrish et al., (1950) relataram que a densidade especifica do colostro € mais elevada
inicialmente, tendo uma diminuicdo repentina entre a primeira e a quarta ordenha,
continuando a diminuir apds a quarta ordenha, mas a um ritmo mais lento. Os mesmos
autores observaram que uma menor densidade especifica é geralmente encontrada em
vacas da raga Holstein Frisia, enquanto maiores gravidades especificas foram

encontradas no colostro de vacas das racas Ayrshire, Jersey e Guernsey.

2.1.2. Avaliagcdo da composi¢céo do colostro
Muitos dos componentes do leite e produtos lacteos podem ser analisados por métodos

padréo aprovados pela Federagéo Internacional de Laticinios (FIL). Estes métodos tém

por objetivo determinar: solidos totais, proteina, gordura, energia, cinzas, acidez,
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lactose, minerais, adicionados corantes, residuos de detergentes, residuos organicos e
microrganismos (Oliveira, 2011).

Neste capitulo procura-se retratar os métodos de determinagdo da concentragdo da
componente nutricional do colostro e das propriedades fisicas analisadas neste trabalho
(Tabela 2).

Tabela 2: Métodos de avaliagdo da composicdo do colostro (Adaptado de Gomes & Oliveira,
2018)

Componentes Métodos

Matéria seca Secagem na estufa

Proteina Método Kjeldahl, método de Dumas

Gordura Método de Greber, método de Rose-
Gottlieb

Imunoglobulinas ELISA, RID, IR, Colostrometro e
Refratdémetro

pH Medidor de pH

Densidade Colostrémetro

pH — Potencial de hidrogénio; ELISA — Ensaio de imunoabsorcéo enzimatica; RID — Imunodifuséo radial; IR
— Espectroscopia de infravermelho.

E de salientar que os métodos posteriormente descritos sdo maioritariamente utilizados
na analise de leite, efetuando-se pequenas adaptacdes quando a amostra € de colostro.
Para a determinacdo da matéria seca do colostro e outros liquidos, é feita a extracdo da
agua, com auxilio de uma estufa. E recomendado a utilizagcdo de areia analitica, uma
vez que esta vai distribuir o liquido, com o propdsito de evitar a formacéo de bolhas, a
formacdo de espuma e crostas, tornando o processo de evaporacdo em estufa menos
eficiente, aumentando a superficie de contato com o calor, tornando a evaporacdo mais
uniforme (Corréa et al., 2016).

A determinacdo direta da proteina engloba os métodos de Dumas e o método de
Kjeldahl, onde se calcula o azoto total da amostra e depois multiplica-se pelo fator de
conversao (6,25), no caso do leite é de 6,38. Estes seguem as normas internacionais
como Association of Official Agricultural Chemists (AOAC), International Organization
for Standardization (ISO), entre outras, engloba ainda, a utilizacdo de corantes, a
cromatografia e a eletroforese (VELP scientifica, s.d.).

O método de Dumas (Dumas, 1831) foi o primeiro método descrito para analise de azoto
e proteina. Este baseia-se na combustdo de amostras organicas num sistema

hermeticamente fechado, gerando agua, dioxido de carbono (CO;) e azoto. O gases
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produzidos passam por uma etapa subsequente de reducéo, transformando o azoto em
azoto molecular, que € quantificado (Giovanaz, 2022).

A determinacdo da fracdo azotada (Kjeldahl, 1883), ainda € amplamente utilizada por
ser uma técnica confiavel, com procedimentos bem estabelecidos e que, ao longo do
tempo, permaneceu quase inalterada (Galvani, 2006). O método envolve uma
bordagem em trés etapas, nomeadamente, a digestdo, destilacdo e titulacdo. Este
método consiste na digestdo da matéria organica utilizando acido sulftrico concentrado,
na presenca de um catalisador para acelerar a reacdo e o0 processo de oxidacdo da
mesma, de modo a converter o azoto em amonio. Na segunda etapa, ocorre a destilacao
gue vai resultar numa solugédo acida, surgindo a conversao do aménio em aménia,
seguida de titulagdo com o fim de quantificar a amonia presente na solucéo (Nogueira
& Souza, 2005). As principais limitacbes desta técnica passam pela demora no
processamento das amostras devido as etapas, o que pode levar a erros por parte do
técnico, 0 uso de reagentes corrosivos em concentracdes elevadas que apresentam
toxicidade e os custos associados a compra dos mesmos, producao de residuos que
necessitam de neutralizacdo antes de serem descartados, possibilidade de perdas de
amostras no processo de destilacdo, que resulta em subestimacado dos teores de azoto
(Araujo, 2019).

E importante destacar que, ao comparar as técnicas de determinacio de azoto de
Dumas e de Kjeldahl, os valores obtidos na técnica de Dumas tendem a ser levemente
superiores. Isto ocorre porque 0 azoto oriundo de fontes inorganicas (nitratos e nitritos)
também passam pelo processo de reducdo na técnica de Dumas, sendo detetado no
final do processo juntamente com o azoto proveniente da fonte organica. Tal fenémeno
nao ocorre na técnica de Kjeldahl (Giovanaz, 2022).

Apesar do método de Dumas ser mais antigo que o método de Kjeldahl, este acarreta
vantagens como velocidade, seguranca, limpeza e custo por andlise. Para leite
e derivados, segundo Lynch & Barbano (1999), o método de referéncia para
determinacgéo de proteina € o método Kjeldahl, isto pode ser explicado por problemas
do passado na dificulade de reproduzir as condi¢cdes necessérias para a realizagdo do
método de Dumas, contudo com a progressdo da tecnologia, realizar este método é
cada vez mais generalizado (VELP scientifica, s.d.).

Para determinacao indireta, métodos espectroscépicos, sdo 0s que se destacam pela
exatiddo em relacdo a outros métodos e um menor consumo de quantidade de
amostras, como por exemplo o método de Lowry, o método do reagente de Bradford e
o NIR (Espectroscopia no infravermelho préximo) (Alves, 2018).

Relativamente a gordura as duas técnicas de medigdo mais utilizadas sdo o método
Gerber, 1891 e o método de Rose — Gottlieb (Faria, 2022).
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O método do butirémetro de Gerber baseia-se na quebra da emulsdo do leite pela
adicdo de &cido sulfurico com posterior adicdo de alcool isoamilico, para clariar a
gordura. O teor de gordura € separado através do processo de centrifugagéo, por esta
ser menos densa, fica na parte superior do butirdmetro com uma escala volumétrica de
0 a 12%, que auxilia na leitura do resultado (Faria, 2022).

Ja o método de Rose—Gottlieb consiste na extracédo do teor de godura por uma mistura
de éteres, a partir de uma amostra com peso conhecido. Depois, a gordura extraida é
seca e pesada até obter um peso constante, e o conteudo de gordura é determinado
pela relacdo entre a massa inicial da amostra e a massa de gordura obtida (Gonzéalez
et al. 2001, citados por Aguas et al., 2014). Este método é considerado método de
referéncia pela AOAC e pela FIL, mas como o método de Gerber é mais rapido e mais
barato, tem sido utilizado mundialmente, no entanto, com uma base cientifica limitada
guanto a precisdo e exatiddo (Associacdo Brasileira de Programas de Melhoria da
Qualidade do Leite, 2010; Andrade et al., 2022). Por outro lado, estudos realizados por
Crocker et al., (1955) e mais tarde por Manuel et al., (2000), demonstraram uma forte
correlacdo entre estes dois métodos, r =0, 999 e r =0,997, respetivamente.

Véarios métodos foram desenvolvidos para medir a concentracdo de Igs no colostro
direta ou indiretamente. Existem o0s métodos laboratoriais (diretos), como a
imunodifusdo radial (RID) (McBeath et al.,1971), a imunoabsorc¢édo enzimética (ELISA)
(Gelsinger et al., 2015), a espectroscopia de infravermelho (IR) (Mancini et al., 1965), e
0s métodos indiretos (on-farm), com o uso do colostrémetro (Bartier et al., 2015) e do
refratobmetro (Bielmann et al., 2010).

A RID é considerada o método referéncia mais preciso para medir diretamente a
concentracao de Igs no colostro (Mancini et al., 1965; McBeath et al., 1971; Oyeniyi &
Hunter, 1978; Chigerwe et al., 2008; Bartier et al., 2015 ). Esta técnica consiste em
depositar um antigénio num gel com um anticorpo especifico e verificar a difuséo radial
do antigénio e a precipitacdo apos reagdo com o anticorpo. O didmetro da precipitagéo
radial observada é proporcional a dose de antigénio. Este método tem desvantagens
significativas, que sdo compartilhadas pela maioria dos métodos laboratoriais, incluindo
0 tempo necessario para obter o resultado (18—-24 h), falta de automacéo, a utilizagdo
de reagentes com vida util curta e o alto custo (Bielmann et al., 2010).

O ELISA também tem sido usado para o0 mesma finalidade que o ensaio RID (Gelsinger,
2015). Este método baseia-se na interacdo entre o antigeno e o anticorpo, com uma
enzima acopolada a um desses componentes. Apés a adicdo de um substrato, ocorre
uma reagdo enzimatica visivel, que indica a presenca e a quantidade da substancia

analisada.
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A espectroscopia de infravermelho surgiu como uma técnica alternativa para avaliar a
qualidade do colostro (Rivero et al., 2012; Elsohaby et al., 2016). E um método rapido,
de baixo custo, requer uma preparacdo minima da amostra, pode ser utilizado na
exploracdo e em laboratério (Shaw et al., 1998; Shaw et al., 2000; Santos et al., 2013).
Os métodos indiretos mais comuns para avaliar a qualidade do colostro numa
exploragdo séo o refratdbmetro e o colostrémetro, conhecidos também, como métodos
on-farm (Bielmann et al., 2010; Bartier et al., 2015).

O refratébmetro Brix é utilizado para medir a concentracdo de sacarose num liquido.
Quando utilizado em liquidos que ndo contém sacarose, o precentual de Brix aproxima-
se ao precentual de solidos totais (Deelen et al., 2014). Estudos anteriores relataram
uma forte correlagdo entre os valores de Brix e a concentragdo de 1gG, conforme
determinado pelo RID (Chigerwe et al., 2008; Bielmann et al., 2010; Bartier et al., 2015).
Existem dois tipo de refratbmetros Brix, o digital e o 6tico, (Figuras 1 e 2,
respetivamente). Ambos funcionam com base no principio da refracdo da luz, contudo,
o refratdbmetro Brix digital apresenta a leitura em unidades de Brix numa tela digital. Ja
o refratbmetro Brix 6tico exige que o utilizador observe o instrumento e determine o
percentual de Brix do liquido, identificando uma linha azul na escala. Os valores do
refratdbmetro 6tico podem ser interpretados de forma diferente por pessoas distintas e o
modelo digital tende a oferecer resultados mais consistentes, desde que seja
corretamente utilizado e limpo (Bielmann et al., 2010).

O refratbmetro ndo é sensivel a temperatura ambiente e é menos fragil (Bielmann et al.,
2010; Bartier et al., 2015). Assim, o refratdmetro foi promovido pela industria de laticinios
como um método eficaz na exploracéo para estimar a concentracao de Igs e a qualidade
do colostro (Thornhill et al., 2015). Colostros com leituras de Brix =2 22% sao
classificados como de alta qualidade, correspondendo a uma concentracéo estimada de
IgG = 50 mg/mL, conforme por estudos comparativos com o método RID (Chigerwe et
al., 2008; Bartier et al., 2015). Leitura entre 18% e 21% Brix indica colostros de qualidade
intermediaria, geralmente com 30 a 50 mg/mL de IgG, enquanto valores de Brix < 18%
refletem colostros de baixa qualidade, com provavel concentragédo de IgG < 30 mg/mL
(McGuirk & Collins, 2004).
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Figura 1: Refratémetro digital (Fonte: Agriterra, 2020)
Figura 2: Refratdbmetro 6tico (Fonte: fruugo, s.d.)

O colostrémetro determina a densidade do colostro, que por sua vez, permite estimar a
concentracgao de IgG (Pritchett et al., 1991). Num estudo realizado por Fleenor & Stott
(1980), observou-se uma boa correlacdo entre as concentragfes de IgG determinadas
pelo RID e a densidade medida pelo colostrometro (r = 0,699).
Antes de se efetuar a avaliacdo pelo colostrémetro, o colostro é deixado em banho-
maria até atingir a temperatura de 37°C. Isto com o objetivo de padronizar o método,
uma vez que, os resultados sao afetados pela temperatura do colostro (um colostro que
apresente temperaturas diferentes, vai resultar em valores de densidade diferentes),
pelo conteldo total dos sélidos, e ndo apenas das Igs (Mechor et al., 1992; Morin et al.,
2001; Vaz et al., 2004).
O colostrémetro, (Figura 3) geralmente, mede valores entre 1,025 e 1,075,
considerando-se um colostro de fraca qualidade abaixo de 1,035, de qualidade
intermédia entre 1,035 e 1,045 e de boa qualidade a partir de 1,045. Uma densidade de
1,045 correspondera aproximadamente a 50 mg/mL de imunoglobulinas e uma
densidade de 1,035 corresponde a aproximadamente 20 mg/mL de imunoglobulinas
(Silva et al., 2021).
Algumas desvantagens deste método passam pela fragilidade do equipamento e pela
necessidade de ser cuidadosamente limpo antes de ser utilizado (Bielmann et al., 2010;
Bartier et al., 2015).
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- = Graduagao superior: 50 a 140 mg de Ig/mL
(Alta qualidade)

I:] = Graduagao moderada: 20 a 50 mg de Ig/mL
(Média qualidade)

- = Graduagao inferior: < 20 mg de Ig/mL (Baixa
qualidade)

Figura 3: Interpretacéo dos resultados do colostrometro (Fonte: Bittar e Paula, 2020)

A ingestdo insuficiente de IgG aumenta as taxas de morbilidade e mortalidade nas
priemiras semanas e causa perdas econémicas (McGuirk & Collins, 2004). Vasseur et
al., (2010); Klein-Jobstl et al., (2014); Stanék et al., (2014), relataram nos seus estudos
gue pequena percentagem das exploracdes medem a qualidade do colostro de forma
rotineira, e aqueles que o fazem utilizam métodos pouco precisos, como aspeto visual
ou a quantidade de colostro ordenhado (Chigerwe et al., 2008). Uma pesquisa realizada
na Austria por Klein-Jobstl et al., (2015), revelou que 20,8% das exploracées relatam
testar a qualidade do colostro, das quais 13,5% utilizam o colostrémetro, enquanto
86,1% estimam a qualidade pelo aspeto visual.

O valor de pH é medido através de um medidor de pH que é constituido por um elétrodo

e um potenciometro (Figura 4).

Figura 4: Medidor de pH (Fonte: Prolab, 2018)
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O aparelho é calibrado utilizando tamp®&es de pH em funcdo ao que se pretende analisar.
A leitura do aparelho € obtida com base na tensé@o (em milivolts) produzida pelo elétrodo
quando imerso na amostra. A intensidade da tensdo medida € convertida para uma
escala de pH. O aparelho realiza a conversao, utilizando uma escala de 0 a 14 pH
(Karastogianni et al., 2016). Varios autores comentaram que o pH tende a ser menor no
colostro e ap6s 5 a 10 dias tende a aumentar (Klimes et al., 1986; Madsen et al., 2004;
Tsioulpas et al., 2007). A razdo pela qual o pH do colostro € menor ainda é
desconhecida, contudo Sebela & Klicnik (1977) relataram que o baixo pH é causado

pelo aumento da concentracdo de proteinas.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Recolha e conservacao das amostras

No presente estudo foram recolhidas amostras de um grupo experimental constituido
por 82 animais da raga Holstein Frisia, provenientes de quatro exploragdes leiteiras, no
periodo entre marco de 2021 e junho de 2023. Estes foram selecionados de forma
aleatéria entre vacas. As amostras foram recolhidas nas exploracdes em copos de
recolha de 60 ou 100 mL, transportadas numa geleira térmica para o Laboratério de
Tecnologia e Qualidade dos Produtos Regionais da Universidade de Evora e
posteriormente armazenadas no congelador (-20°C) de acordo com as normas de
recolha de amostras (FIL_IDF 50B: 1985. Milk and milk products. Methods of sampling)

até serem analisadas.

3.2. Processamento laboratorial das amostras

Para proceder a analise das amostras, as mesmas foram descongeladas de forma
gradual, a 2-4°C, durante um periodo de 16 horas. Os parametros avaliados foram: MS,
proteina, gordura, grau Brix, pH e densidade. A MS foi determinada pelo método de
secagem em estufa, para a proteina utilizou-se o método de Dumas, para determinacao
da gordura utilizou-se o método de Greber, para determinacao do grau Brix foi utilizado
o refratdbmetro, o pH foi determinado pelo medidor de pH e a densidade foi determinada
pela férmula d = m/v.

A determinacdo da MS efetuou-se segundo a norma portuguesa (NP) - 475 (1983). O
método consiste na secagem em estufa a 101+ 1°C (Figura 5) de uma determinada
guantidade de leite até obtencdo do minimo de massa, isto é, até que duas pesagens
sucessivas nao difiram mais de 0,5 mg ou antes que se verifiqgue aumento de massa

devido a oxidagéo.
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Figura 5: Cadinhos na estufa
(Fonte: Prépria)

Ao tirar os cadinhos da estufa colam-se no exsicador para arrefecerem (Figura 6), é de
realcar que no momento das pesagens estes precisam de estar a temperatura ambiente,

uma vez que uma temperatura elevada dos cadinhos pode levar a erros de pesagem.

Figura 6: Cadinhos a arrefecer no exsicador

(Fonte: Proépria)

Sao feitas pesagens ao longo do processo e o teor de matéria seca do colostro é obtido
qguando o peso da amostra permanece constante entre duas amostras sucessivas.

A determinagéo do teor de proteina total foi realizada de acordo com a norma “ISO
14891/FIL-IDF 185” (2002) utilizando o método de Dumas. Numa cépsula de estanho
foi colocada amostra até ao topo (Figura 7), de seguida a capsula é introduzida no
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FP528, LECO Corporation, St. Joseph, Michigan, USA, onde ocorre a combustdo a
975°C (Figura 8) numa ambiente rico em oxigénio puro. Sob essas condi¢des, a amostra
€ completamente digerida, convertendo todos 0s compostos organicos em gases
simples como diéxido de carbono (CO,), &gua (H20) e 6xidos de azoto (NOy). Os gases
resultantes da combustdo passam por um tubo contendo um catalisador de cobre a alta
temperatura. Nesse processo, 0s 6xidos de azoto séo reduzidos a azoto molecular (N2).
O mesmo é entdo detetado por um detetor de condutividade térmica (DCT) ou por um
detetor de ionizacdo de chama (DIC). A quantidade de azoto detetado é diretamente
proporcional ao contetido de proteina da amostra, uma vez que a maioria das proteinas
contém aproximadamente 16% de azoto, pelo que o azoto total da amostra € igual ao
valor de N2 vezes 6,38.

Figura 8: Pipetagem da amostra de Figura 7: Figura 8: Leco, instrumento de

proteina (Fonte: Prépria) leitura de proteina bruta (Fonte: Propria)

O teor de gordura das amostras foi determinado pela “NP-469“ (1983) utilizando o
método de Gerber. Ao realizar-se este método com amostras de colostro, foi necessario
uma adaptagdo, uma vez que o colostro possui uma maior viscosidade quando
comparada com o leite. Adicionou-se 6 mL de amostra ao H,S0., colocando de imediato
a solucdo em banho-maria a 60°C, com agitacao frequente. Quando a amostra estava

dissolvida foram adicionados os restantes 5 mL de amostra (Figura 9).
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Figura 9: Adicdo da restante amostra no butirometro
(Fonte: Prépria)

Quando colocada a amostra total em banho-maria, verificou-se que a mesma nao era
totalmente coberta pela agua e comecava a solidificar a gordura, pelo que se colocou
um recipiente sobre os butir6metros, com o objetivo de concentrar a temperatura e
reverter o processo de solidificacdo (Figura 10). Caso a gordura solidificasse, nédo seria

possivel realizar a leitura correta no butirometro.

Figura 10: Colocac¢éo de um recipiente sobre as amostras de forma a ndo
solidificar as mesmas (Fonte: Propria)

Quando a amostra estava totalmente digerida, adicionou-se 1mL de &cido isoamilico
colocando-se os butirometros na centrifugadora a 55°C, durante 6 minutos (Figura 11).
O teor de gordura é lido na escala do butirémetro (Figura 12).
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Figura 11: Butirémetros dentro da Figura 12: Leitura da percentagem de

centrifugadora (Fonte: Propria) gordura (Fonte: Prépria)

A avaliagdo do grau Brix do colostro foi medida num refratdmetro Brix digital (ORF-E,
Kern, Albstadt, Germany). Foram colocadas sobre a lente do aparelho, uma a duas
gotas de amostra, de forma a cobrir toda a area, com o uso de uma pipeta, lendo-se o
grau de Brix.

A concentracdo de imunoglobulina G (IgG) foi determinada com recurso a um Kit
comercial ELISA (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, EUA), ho ambito de um projeto
de doutoramento desenvolvido na Universidade de Las Palmas de Gran Canaria. O
método apresentou um coeficiente de variacéo intra-ensaio de 3,7% e inter-ensaio de
4,7%, refletindo, respetivamente, a precisao e a reprodutibilidade do teste.

O coeficiente de variacao intra-ensaio avalia a consisténcia dos resultados obtidos ao
testar repetidamente a mesma amostra ha mesma placa de ELISA, enquanto o
coeficiente inter-ensaio mede a variagdo entre diferentes ensaios realizados em
condi¢des distintas.

Valores baixos para estes coeficientes indicam que o método é fidvel, com boa precisao
e consisténcia ao longo do tempo. De forma geral, coeficientes inferiores a 10% séo
considerados aceitaveis em métodos imunol6gicos como o ELISA.

Antes da medicdo do pH as amostras eram agitadas com o objetivo de homogenizar as
mesmas. A medicao foi realizada no copo que continha a amostra pelo um medidor de
pH (Hanna Instruments - HI 931400, Limena, Itélia), durante as medicdes era controlada
a temperatura, de forma a descartar possiveis erros de leitura. O controlo da
temperatura durante a avaliagdo do pH € essencial, uma vez que oscilagbes térmicas

podem interferir significativamente na precisdo dos valores obtidos. O colostro, por sua
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vez, pode apresentar variagdes no pH em funcdo do modo e tempo de armazenamento.
Tradicionalmente, o colostro € congelado com o intuito de preservar a concentracdo de
IgG e inibir o crescimento bacteriano. Adicionalmente, o processo de descongelacéo
pode ser moroso e, se ndo for realizado adequadamente, pode provocar a desnaturagéo
das IgG, diminuindo assim a qualidade do colostro e a sua eficicia na transferéncia de
imunidade passiva. Por outro lado, a conservacao do colostro em refrigeracdo ndo afeta
as concentracdes de IgG, mas favorece o crescimento bacteriano e a consequente
reducdo do pH (Cummins et al., 2017). Estudos indicam que um pH mais acido (como
4,65) pode comprometer a absor¢do das imunoglobulinas pelos vitelos, sendo que uma
elevada carga bacteriana intestinal também pode interferir negativamente nesse
processo. Neste contexto, o rigor na medicdo do pH, aliado ao controlo da temperatura,
é fundamental para a correta avaliacdo da qualidade do colostro e da sua adequacgéo
ao fornecimento neonatal (Foley et al., 1978; James et al., 1981).

A densidade do leite resulta da soma das suas principais fases: gordura, extrato seco
desengordurado (ESD) e agua. Essa propriedade é determinada por métodos analiticos
e pode variar de acordo com fatores como a composicdo natural do leite ou possiveis
adulteracBes. No caso das amostras analisadas, que consistiam em colostro, a
densidade pode ser especialmente influenciada pela alta concentracéo de proteinas e
outros sélidos presentes nesse estagio inicial da lactacao.

No leite a densidade relativa é avaliada por um colostrometro de acordo com a norma
“‘NP-474” (1967) mas dado ao reduzido volume das amostras, a densidade do colostro
foi determinada com base na formula d = m/v. Para o efeito foi utilizado um volume de

5 mL para todas as amostras (Figura 13).

Figura 13: Pipetagem da amostra de densidade

(Fonte: Propria)
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O ESD foi calculado a partir da diferenca entre a MS e do teor de gordura (ESD = MS
— gordura).

3.3. Analise estatistica

Recorreu-se ao software Microsoft Excel® para o registo dos dados obtidos em
laboratério. Os procedimentos estatisticos foram realizados com recurso ao software R
Studio versao 1.4.555 (Allaire, 2024), num ambiente de desenvolvimento integrado para
0 R (R Core Team, 2024). De modo a caracterizar a nossa amostra efetuou-se uma
analise descritiva, com célculo de médias, desvio-padrdo, minimos e maximo para todas
as variaveis.

Efetuou-se uma andlise de correlagcdes de Spearman e uma regressao linear simples
como uma primeira abordagem as possiveis relacfes existentes entre o Brix e as
restantes variaveis (IgG, MS, proteina, gordura, densidade e pH). Com o objetivo de
perceber quais destas variaveis melhor explicam os valores obtidos com o refratbmetro
Brix, foi realizada uma regressao linear multipla apenas com as variaveis que na analise
de regressdo simples estavam significativamente associadas com o Brix (P < 0,05).
Foram testados os pressupostos da regressao linear, nomeadamente a normalidade
através da andlise grafica dos residuos (histograma e grafico Q-Q), a existéncia de
observacdes influentes e possiveis outliers através da Distancia de Cook, a
homogeneidade de variancias através do teste de Breush-Pagan, e a multicolinearidade
através do Variance Inflation Factor (VIF) e considerou-se o valor 5 como limite. O
pressuposto da independéncia foi garantido no momento da recolha das amostras.
Devido a existéncia da varias observacBes influentes e de heterocedasticidade
procedeu-se a duas abordagens alternativas. A primeira consistiu na transformacao da
variavel Brix (foi testada a transformacado logaritmica da base 10 e a raiz quadrada)
analisada através da regressdo multipla, a segunda consistiu na utilizacdo da variavel
Brix ndo transformada numa andlise de regressdo robusta (Yu & Yao, 2017). Os
modelos foram posteriormente comparados ao pacote “Performance” (Ludecke et al.
2021), onde varios parametros relacionados com a performance do modelo séo
comparados, tais como o R?, RMSE, AIC e BIC. Foi selecionado o modelo com melhor
performance.

A segunda analise estatistica teve como objetivo identificar um limite (cut-off) de Brix
para o que é atualmente definido através da concentragdo de IgG como colostro de boa
qualidade (IgG = 50 g/L) (Goodden et al. 2019), avaliando assim a capacidade do
equipamento em identificar colostros de boa qualidade, ou qualidade adequada. Para

tal foi utilizada uma andlise ROC (Receiver Operating Characteristic) e criada uma
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matriz de confusdo de modo a obter as medidas de exatiddo, precisdo. Foi ainda criada
uma curva ROC e calculada a AUC (Area Uder the Curve). O valor limite foi identificado
através do Indice de Youden, avaliando a sensibilidade e especificidade do
equipamento.

Uma vez que o valor de limite de Brix utilizado nas exploraces leiteiras tem por base
apenas a concentracdo de IgG pretendeu-se testar qual o efeito de utilizar um valor
limite de Brix na qualidade nutricional do colostro. Assim, através do valor de Brix
identificado na andalise ROC foi criado um fator (qualidade do colostro) com duas
categorias (qualidade inadequada e adequada). Através da ANOVA testou-se a
diferenca na qualidade nutricional para cada parametro (proteina, MS e gordura) entre
os colostros identificados com qualidade inadequada e adequada. A normalidade e a
homogeneidade de variancias forma testadas para cada modelo através do teste de
Shapiro Wilk e de Levene, respetivamente. Foram realizadas transformacdes

logaritmicas quando necessario para validar 0s pressupostos.

31



4. Resultados e Discussao

4.1. Concentracao dos constituintes do colostro e do grau Brix

A estatistica descritiva das 82 amostras de colostro relativamente aos parametros de
Brix, MS, proteina, gordura, IgG, ESD, pH e densidade, sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Andlise descritiva da composicgéo fisico-quimica do colostro

Parametros Média Dp Minimo Mediana Maximo
Brix (%) 25,2 4,2 14,5 25 34,4
MS (%) 25,3 4,8 16,9 25,1 35,7
Proteina (%) 15,2 3,6 6,6 15,1 24,0
Gordura (%) 4.6 3,0 0,8 3,8 12
IgG (g/L) 52,5 24,5 11,2 47,6 129,6
ESD 20,7 3,6 12,6 20,6 28,8
pH 6,2 0,2 55 6,2 7,1
Densidade 1,04 0,05 1,00 1,04 1,16

Dp- Desvio-Padrédo; MS — Matéria seca; ESD — Extrato seco desengordurado

No presente estudo verificou-se que o Brix obteve média de 25,2 + 4,2%, registando um
valor minimo de 14,5% e um valor maximo de 34,4%, com uma mediana de 25%.
Quigley et al., (2013), Bartier et al., (2015) e Kessler et al., (2021), reportaram valores
médios inferiores aos obtidos neste estudo, enquanto Bielman et al., (2010), obteve um
valor médio superior de Brix, e Hue et al., (2021) apresentou resultados similares. As
diferencas nos valores médios de Brix entre estudos podem ser explicadas por varios
fatores biolégicos, ambientais e metodol6gicos, bem como as praticas de maneio,
nutricdo (Bielmann et al., 2010). Vacas multiparas tendem a produzir colostro com maior
concentracdo de imunoglobulinas, resultando em valores de Brix mais elevados,
enguanto primiparas geralmente produzem colostro menos concentrado (Bielmann et
al., 2010; Quigley et al., 2013 e; Bartier et al., 2015). O tempo decorrido entre o parto e
a colheita também é determinante, quanto mais se atrasa na recolha, maior a diluicdo
do colostro (Quigley et al.,, 2013). A nutricdo da vaca durante o periodo seco
desempenha um papel essencial, dietas equilibradas favorecem a concentracdo de
so6lidos totais, ao passo que deficiéncias nutricionais reduzem a qualidade do colostro
(Quigley et al., 2013 e; Bartier et al., 2015). A raca do animal influencia a composicao
do colostro, com ragas como Jersey apresentando teores de solidos mais elevados que

a Holstein. Fatores ambientais, como a estacdo do ano, também interferem, o stress
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térmico em épocas quentes pode comprometer a qualidade, enquanto o clima frio tende
a ter um efeito positivo (Bielmann et al., 2010).

No que concerne a composi¢ao nutricional, avaliada pela composicéo dos componentes
principais, a MS obteve uma média de 25,3 + 4,8%, registando um valor minimo de
16,9% e um valor maximo de 35,7%, com uma mediana de 25,1%, a proteina
apresentou uma média de 15,2 + 3,6%, registando um valor minimo de 6,6% e um valor
méaximo de 24%, com uma mediana de 15,1%, sendo valores de proteina relativamente
superiores aos 14% observados por Playford & Weiser (2021) e Samaritel et al., (2016),
mas inferiores aos 16,6% retratados por Nardone et al., (1997). Estes valores foram
semelhantes aos observados por Lokke et al., (2016); Hue et al., (2021) e Kessler et al.,
(2021). A gordura apresentou um valor médio de 4,6 + 3%, registanto um valor minimo
de 0,8% e um valor maximo de 12%, com uma mediana de 3,8%, valores inferiores aos
reportados por Kehoe et al., (2007) e Nardone et al., (1997). Relativamente a IgG, esta
obteve um valor médio de 52,5 + 24,5 g/L, registanto um valor minimo de 11,2 g/L e um
valor maximo de 129,6 g/L, com uma mediana de 47,6 g/L. Kessler et al., (2021)
relataram um valor de IgG significativamente superior do que o observado neste estudo,
enguanto Lokke et al., (2016) apresentou resultados semelhantes.

A variacdo observada nos valores obtidos no constituinte 1gG, pode ser explicada por
fatores como o intervalo de tempo entre o parto e a colheita da amostra, uma vez que
os teores de IgG no colostro sdo mais elevados imediatamente apés o parto e
diminuindo linearmente, juntamente com a capacidade de absorcao destas moléculas
pelo vitelo (Schuenemann, 2013). Embora ndo tenha sido possivel recolher informacéo
das explora¢gdes, ha um consenso geral sobre os diferentes teores de IgG observados
em vacas primiparas e multiparas, onde grande parte das amostras de colostro de vacas
primiparas apresentam teores de IgG inferiores aqueles observados em vacas
multiparas, devendo-se a uma maior experiéncia do sistema imunolégico das vacas
multiparas (Bielmann et al., 2010). Outro fator explicativo para a variabilidade de IgG
passa pelo més em que ocorreu o parto, onde se verificou que tende a atingir o pico de
concentracao no final do verdol/inicio do outono (Costa et al., 2021).

De acordo com poucos estudos disponiveis na literatura, ndo ha efeito na condigao de
armazenamento da amostra na concentracdo de IgG. Cummins et al., (2017) relataram
uma concentracdo semelhante de IgG no colostro armazenado sob diferentes
condicgoes.

O ESD obeteve valores médios de 20,7 + 3,6%, registando um valor minimo de 12,6 e
um valor maximo de 28,8, com uma mediana de 20,6. Muller & Ellinger (1981) e Pritchett
et al., (1991) indicaram que o colostro bovino de boa qualidade geralmente apresenta

um ESD entre 18% e 24%, podendo ultrapassar 28% em casos de colostros muito ricos.
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De maneira semelhante, Maunsell et al., (1998) e Godden (2008) observam que
colostros com altos teores de IgG frequentemente apresentam um ESD superior a 19%,
sendo que valores abaixo de 15% indicam uma qualidade nutricional e imunolégica
comprometida. Estes dados sugerem que os valores do ESD observados no presente
estudo estdo de acordo com a literatura existente, refletindo a qualidade nutricional e
imunoldgica do colostro analisado.

Além dos constituintes, formam obtidos resultado quanto ao pH e a densidade do
colostro. O pH que apresentou um valor médio de 6,2 + 0,2, registando uma valor
minimo de 5,5 e uma valor maximo de 7,1, com uma mediana de 6,2, 0 que corrobora
os valores apresentados por Mcintyre et al., (1952); Borad & Singh (2018). Ja a
densidade obteve um valor médio de 1,04 + 0,05 g/mL, registando um valor minimo de
1,0 e um valor maximo de 1,16 g/mL, com uma mediana de 1,04 g/mL, o que valida o

testemunho de Maunsell et al., (1998).

4.2. Relagao entre o grau Brix e os constituintes do colostro

4.2.1. Analise de correlacao

Através da analise de correlacdes de Spearman foi possivel identificar as correla¢des
existentes entre os parametros avaliados neste estudo, oferecendo uma visdo sobre
possiveis interacdes entre as variaveis de interesse. Na matriz de correlacbes (Tabela
4), observa-se que as varidveis pH, densidade e gordura ndo obtiveram qualquer
relacdo com os valores de Brix, por outro lado a MS, ESD, proteina e IgG apresentam
uma correlagcdo positiva significativa, com o Brix (P< 0,001). As proteinas,
especialmente a IgG, constituem a principal fracdo dos sélidos sollveis no colostro.
Assim, quando a concentracdo de IgG aumenta, também se verifica um aumento
proporcional nos valores de grau Brix. A matéria seca total compreende todos os sélidos
presentes (gordura, proteinas, lactose, minerais), enquanto o ESD exclui a gordura,
refletindo com maior preciséo a fragéo proteica. Por este motivo, os valores de MS, ESD
e proteina tendem a acompanhar as varia¢des dos valores de IgG, o que justifica a forte
correlacdo positiva e significativa frequentemente observada entre estes parametros e

a leitura do refratbmetro Brix.
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Tabela 4: Matriz de correl¢édo entre os parametros avaliados no colostro bovino

Brix MS ESD Proteina Gordura
MS 0,79***
ESD 0,83*** 0,75***
Proteina 0,90*** 0,73*** 0,90***
Gordura 0,19 0,60*** -0,08 -0,02
IgG 0,75%** 0,51*** 0,67*** 0,76*** -0,02

(*P < 0,05, **P < 0,01, **P < 0,001)

Destaca-se a forte correlacdo entre a proteina e o Brix (p = 0,9), 0 que sugere que a
concentracao de proteinas é melhor estimada pelo Brix como retratado por Lokke et al.,
(2016); Hue et al., (2021) e Kessler et al., (2021) do que as concentracdes de IgG, que
obteve uma correlacdo de p = 0,7, com o Brix. Isto pode ser explicado pelo fato da
percentagem de IgG dentro da proteina ser variavel e o Brix medir a refracdo da
proteina. Contudo, esta constitui apenas uma parte da avaliacdo do colostro, outros
componentes também precisam ser tomados em consideracdo ao avaliar a qualidade
do colostro (Godden, 2008). Como se sabe o termo qualidade do colostro engloba para
além dos requisitos nutricionais, de composicdo, 0s requisitos higio-sanitarios, mais
exatamente a carga bacteriana (McGuirk & Collins 2004). Portanto, embora o grau Brix
seja uma boa ferramenta para avaliar 0s requisitos nutricionais e de composicao do
colostro, avaliar a totalidade da qualidade do colostro, deve ser ponderado os valores
de contaminagdo bacteriana. Através da refratometria, € possivel analisar o colostro
com base na quantidade total de sélidos na amostra. Como a maior parte desses sélidos
€ composta por proteinas, esse método fornece uma estimativa aproximada das
imunoglobulinas presentes. Esta ferramenta é entdo, reconhecida por testar a qualidade
de uma amostra pelas elevadas quantidades de imunoglobulinas. Seria entéo,
expectavel que a relacdo encontrada neste estudo entre o Brix e a IgG fosse superior,
como relatado na literatura (Chigerwe et al., 2008; Bielman et al., 2010; Bartier et al.,
2015; Hue et al.,, 2021; Kessler et al., 2021). O resultado deste ajuste pode ser
explicados pela IgG ser uma das proteinas, mas existem outras como a albumina sérica,
a lactoferrina, a caseina, e proteinas bioativas e esta propor¢ao pode variar com Varios

fatores. Lokke et al., (2016), explica qua a IgG representa um terco da proteina e que
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nas leituras ndo é possivel distinguir outras proteinas na complexa mistura de
constituintes do colostro e que o modelo é baseado numa correlagéo indireta com a IgG,
com a proteina sendo um fator subjacente.

A correlacdo entre a MS e o Brix (p = 0,8) é explicada pelo que ja foi referido
anteriormente sobre o refratbmetro de Brix medir o contetdo de soélidos totais de um
liquido, ou seja, mede a MS, que sera composta essencialmente por proteina, gordura,
carbohidratos e minerais. Como a fragédo proteica é a mais representativa da MS (cerca
de 60%) é expectavel uma associagdo positiva entre o Brix e a MS.

Observa-se ainda, que existe uma correlacéo entre a MS e a IgG, e a MS e a gordura,
ambos com (p = 0,5), e entre a MS e a proteina (p = 0,7).

A correlacdo verificada entre o Brix e o ESD indicam de fato que a proteina e os
carbohidratos, ambos sélidos em solugéo, contribuem para os valores de Brix. Como os
carbohidratos estdo em concentracfes reduzidas (McGrath et al., 2016), os valores de
Brix sé@o principalmente explicados pelas variacdes na proteina.

Por outro lado, verificou-se uma correlacdo negativa (p = -0,4) entre a gordura e
densidade e igualmente uma correlacdo negativa entra a MS e o pH (p = - 0,3). Estes
resultados sédo explicaveis com base nas interacdes fisico-quimicas dos constituintes do
colostro e sdo, em grande parte, consistentes com a literatura existente sobre a
composicao do colostro. A gordura e a densidade seguem uma relacdo inversa devido
a diferenca de densidade entre seus componentes, ou seja, a medida que a
concentracao de gordura aumenta, a densidade do colostro diminui (McGuirk & Collins,
2004). Da mesma forma, a reducdo do pH com o aumento da MS, a matéria seca inclui
uma variedade de compostos, como proteinas, lipidios e minerais, muitos dos quais sédo
acidos ou propensos a reduzir o pH do colostro, especialmente quando ha maior

concentracao de proteinas e lipidios (Quigley et al., 2013).

4.2.2. Andlise de regresséo

O refratobmetro de grau Brix é usado para estimar a concentracéo de 1gG do colostro
(Godden et al., 2019), no entanto, este instrumento mede a concentracdo de solidos
dissolvidos num liquido. Por isso, pretendeu-se perceber quais os constituintes do
colostro gue melhor explicam os valores de Brix.

Observou-se na Tabela 5, que as variaveis gordura, pH e densidade ndo estiveram
significativamente associadas com o Brix, por oposicdo a MS, a proteina, ESD e a IgG

gue foram estatisticamente significativas (P < 0,001).
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Tabela 5: Regresséo linear simples entre o Brix e os constituintes do colostro analisados

Coeficiente (Erro padrao) R?
MS 0,75 (0,067)*** 0,62
Proteina 1,00 (0,05)*** 0,81
Gordura 0,20 (0,15) 0,02
e 0,12 (0,012)*** 0,56
ESD 0,73 (0,085)*** 0,69
pH -2,25 (2,29) 0,01
Densidade -3,14 (8,66) -0,01

MS — Matéria seca; ESD — Extrato seco desengordurado
(*P < 0,05, *P < 0,01, ***P < 0,001)

Com base na Tabela 5 é possivel observar que o Brix e a proteina possuem uma relacéo
linear positiva forte (R?=0,81; P < 0,001), no entanto, apesar de se verificar uma relacédo
linear significativa entre o Brix e a IgG, esta apresenta um coeficiente de determinacéo
inferior ao da proteina (R?=0,56; P < 0,001), indicando que o Brix pode ser um preditor
atil para prever a concentragao proteica, mas ndo exclusivamente para a IgG. A relacao
linear entre o Brix e a MS é moderada, mas significativa (R?=0,62; P < 0,001), indicando
gue aproximadamente 62% da variacdo na concentracdo de matéria seca no colostro
pode ser explicada pelo grau Brix. Este coeficiente de determinacdo sugere uma
associacdo moderada, mas nédo perfeita, entre o grau Brix e a MS, indicando que outros
fatores, além do grau Brix, podem influenciar o contetdo de matéria seca no colostro. A
relacdo linear entre o Brix e a ESD é moderada, mas significativa (R>=0,69; P < 0,001),
0 gue implica que 69% da variacdo no ESD pode ser explicada pelas medic6es do Brix.
Este coeficiente de determinacéo reflete uma associagdo moderada e ligeiramente mais
forte do que a observada para a MS. Apesar da correlacdo moderada, o valor de R2
sugere que o Brix pode ser uma ferramenta eficaz para estimar o contetdo de sélidos
nao lipidicos no colostro, com um bom grau de confiabilidade. Entre o Brix e a gordura,
e o0 Brix e o pH n&o se verificou qualquer existéncia de relacéo linear (R?=0,02 e R?=0,01,
respetivamente; P > 0,1), ou seja, apenas 2% e 1% da variacdo do teor de gordura e do
pH, respetivamente, pode ser explicado pelo Brix. A correlagdo entre o Brix e a
densidade foi negativa e nao significativa (R?= -0,01; P > 0,1).

Em suma, as variaveis MS, proteina, IgG e ESD apresentam coeficientes significativos
e valores de R?razodveis ou elevados, indicando uma relacdo positiva substancial com
o Brix. Por outro lado, as variaveis Gordura, pH e Densidade tém um impacto reduzido,

com valores de R?muito baixos e coeficientes pequenos ou imprecisos, sugerindo uma
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influéncia minima ou inexistente com o Brix. Esses resultados indicam que algumas
varidveis sdo mais relevantes para explicar a variacdo do grau Brix, enquanto outras

contribuem de forma marginal ou nenhuma contribuicéo.

4.2.3. Modelos de regresséo linear multipla

Com base na andlise anterior, selecionaram-se as variaveis candidatas para o modelo
de regressdo multipla. Foi analisado um modelo com as trés variaveis que apresentaram
um relagao linear com o Brix (variavel dependente), no entanto, a variavel “IgG” nao foi
significativa (P < 0,1) em nenhum modelo testado, pelo qual, a IgG néo foi incluida no
modelo final. Dos modelos propostos tentou-se perceber qual seria o mais adequado
para o estudo. Os resultados de performance dos diferentes modelos estéo reportados
na Tabela 6. O modelo 1 (variavel dependente nao-transformada) tem um ajuste de
82%, um RMSE e um Sigma baixos, mas com uma performance de 50%, quando
comparado com 0s modelos 2 e 4 este verifica uma menor eficacia. O modelo 2 (variavel
dependente com transformacao Logio) também obteve um ajuste forte de 89%, contudo
os resultados do RMSE e do Sigma nédo sao tao favoraveis quando comparados com o
modelo 4. O modelo 3 (varidvel dependente com transformacao da raiz quadrada) o pior
ajuste global, (mesmo explicando 89% da variancia, igual ao modelo 2) além de
apresentar altos valores de RMSE e Sigma, foi o que apresentou a menor performance
de 26,42%. O modelo 4 (regressao linear robusta) foi o modelo que apresentou melhor
ajuste e melhor performance, 95% e 97,12%, respetivamente e obteve valores de RMSE
e Sigma baixos, indicando um ajuste preciso. Por isso, conclui-se que o modelo 4 foi o

gue apresentou melhor capacidade explicativa e preditiva.

Tabela 6: Comparacao de modelos

Modelo R2 R2 RMSE Sigma AIC BIC Performance

(ajus.)
1 0,82 0,82 0,031 0,032 1,00 1,00 50%
2 0,89 0,88 0,128 0,131 0 0 70,68%
3 0,89 0,89 1,317 1,344 0 0 26,42%
4 0,95 0,95 0,130 0,082 - - 97,12%

RMSE - Root Mean Square Error, AIC - Akaike Information Criterion, BIC - Bayesian Information Criterion.
Modelo 1 — modelo com a varidvel dependente ndo-transformada, modelo 2 — modelo com transformacgéo
logaritmica de base 10 da variavel dependente, modelo 3 — modelo com transformacéo da raiz quadrada
da variavel dependente, modelo 4 — modelo de regresséo linear robusta (RLR)
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Nos modelos permaneceram alguns outliers e observacoes influentes, que se optaram
por ndo tirar pois ndo h& evidéncias que indiguem que sdo erros de amostragem ou
analiticos, pois estdo dentro do expectavel. A sua remog¢ao em prol de coeficientes de
determinacdo mais elevados, omitiria resultados que fazem parte da variacao natural do
colostro e da exatiddo do método. Talvez expligue o porqué de se terem obtido
associa¢cdes menos fortes em comparacdo com outros estudos (Figueiredo & Silva,
2016; Davis, s.d.), uma vez que o critério de exclusao de outliers, ocorre, por vezes, na
literatura, de forma ainda pouco sistematica. Assim, estes valores foram incluidos no
modelo, mas com um peso menor, através da analise de regressao linear robusta.

Os resultados observados na Tabela 7 mostram que as variaveis MS e proteina
apresentam coeficientes positivos e, foram estatisticamente significativas (P < 0,001),
revelando que tanto a proteina como a MS sdo as variaveis que melhor explicam as
variagdes do grau Brix. O coeficiente de determina¢cdo do modelo foi bastante elevado
(R? = 0,95). A variavel IgG ndo se demonstrou estatisticamente positiva porque a
proteina sobrepde-se a mesma, uma vez que esta incorporada na proteina e, portanto
o0 Brix nestes resultados estima melhor a proteina total. Assim quanto mais IgG houver
na proteina total, melhor serd a relacédo entre Brix e IgG, que ndo se verificou neste
caso. Uma hipétese explicada por Schalich et al., (2021), passa pela presenca no
modelo de uma grande magnitude dos erros estatisticos que ndo oferece um ajuste
préximo para quaisquer previsdes, portanto, os valores de Brix ndo teriam poder

preditivo para as concentracdes de IgG.

Tabela 7: Modelo de Regressao linear multipla relativo a relagdo entre os componentes do

colostro e o Brix. Sao representados os coeficientes (erro padréo) para cada variavel.

Componentes Coeficiente Erro padréo Valor P R?
Constante 1,058*** 0,01167 <0,001 0,95
Proteina 0,014*** 0,00069 <0,001
MS 0,004*** 0,00061 <0,001

(*P < 0,05, *P < 0,01, **P < 0,001)

4.3. Determinacdo do valor de cut-off de Brix para identificacdo da

gualidade do colostro

Como referido anteriormente, o colostro é considerado de qualidade alta/adequada
guando a concentragdo em IgG = 50 g/L. Neste estudo observou-se que 56,1% (n=46)

das amostras de colostro foram identificados com uma qualidade adequada e 43,9%
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(n=36) amostras com uma qualidade baixa/inadequada. E de grande importancia referir
gue num estudo para determinar a utilidade do Brix para avaliacdo da qualidade do
colostro numa exploragdo é necessério incluir colostros de qualidade adequada e
inadequada, de modo a ter uma variancia suficientemente grande para que o estudo
seja representativo (Lombard et al., 2022). Neste estudo, tal como pode ser observado
pelas medidas de disperséo (Tabela 4), considera-se que a variabilidade das amostras
seja representativa para atender ao objetivo do trabalho.

A analise ROC identificou o Brix como uma medida adequada para distinguir colostro
guanto a sua qualidade, com uma AUC = 0,85. Usualmente considera-se um método
adequado a valores de AUC > 0,7, sendo que quanto maior perto de 1 melhor é a
capacidade do método/instrumento.

De seguida averiguou-se qual seria o valor de Brix com um melhor equilibrio entre a
sensibilidade e especificidade, através do indice de Youden. O valor de cut-off obtido
foi o de 25,1%, com uma sensibilidade de 80%, uma especificidade de 76% e uma

exatidado de 79% (Figura 14), para identificar colostro de boa qualidade (IgG = 50 g/L).

25.100 (0.761, 0.80

Sensibilidade
0.0 0.2 04 06 0.8 1.0

[ | | | | [
1.0 0.8 06 04 0.2 0.0

Especificidade
Figura 14: Curva ROC, com valor de cut-off, sensibilidade e especificidade

(Fonte: R Core Team, 2024)

Observa-se ainda na Figura 14 o aumento do valor cut-off associado a um incremento
na sensibilidade, mas com um decréscimo da especifidade. Observa-se o contrario para
valores de Brix inferiores.

A delimitacdo do valor de cut-off é essencial para que a qualidade do colostro seja
avaliada de forma simples no contexto de exploracdo (visando as concentracdes de IgG

analisadas por RID ou ELISA como referéncia). E referido na literatura que utilizando

40



valores mais baixos de Brix corre-se o risco de se obter colostros de qualidade
inadequada (Lombard et al., 2022). Foi apontado por estudos anteriores que o valor de
cut-off apropriado para colostro de qualidade adequada, medido pelo refratobmetro Brix,
esta compreendido entre os 20% e 23% (Bielman et al., 2010; Quigley et al., 2013;
Bartier et al., 2015; Lokke et al., 2016; Buczinski & Vandeweerd, 2016). Kessler et al.,
(2021) apontou um menor valor de cut-off (19,3%), quando comparado com este estudo,
mas com valores de sensibilidade e especificidade muito elevados (87,1% e 100%,
respetivamente). Pelas descobertas do presente estudo o valor de cut-off apropriado foi
de 25,1%, com valores de sensibilidade e especificidade de 80% e 76%,
respetivamente. No estudo de Bielman et al., (2010) foi testado um valor de cut-off
aproximado a este estudo, de 24%, onde obteve uma sensibilidade e especificidade
menor de 71,8% e de 75%, ja no estudo de Bartier et al., (2015), para um valor de cut-
off de 25%, obteve uma sensibilidade maior (82,4%) e uma especificidade menor
(60,3%). Bartier et al., (2015), afirmou que uma amostra com um valor de cut-off de Brix
menor que 23%, tem 61% de probabilidade de serinadequado na avalia¢do do colostro,
enguanto se for maior que 23%, a probabilidade de ser adequado séo 85,5%, Buczinski
& Vandeweerd (2016), reportaram um valor de cut-off de Brix > 22%, com uma
probabilidade de 94,3% desse colostro ser de boa qualidade. Existem trés razbes
provaveis para o valor de cut-off nos estudos anteriores ter sido mais baixo do que neste
estudo, incluindo a metodologia diferente de medicao de IgG (RID ou ELISA), a variacado
na qualidade do colostro e o niumero de amostras testadas (>100) na maioria dos
estudos anteriores. Conclui-se assim, que apesar do valor de cut-off deste estudo estar
acima do intervalo proposto por outros autores, este constitui uma probabilidade de 80%
de identificar colostro de qualidade adequada, € importante de referir que a principal
vantagem do uso do Brix ndo € quantificar a qualidade do colostro de forma linear, mas
excluir colostros de qualidade inadequada para alimentagédo do vitelo recém-nascido.
Os colostros referidos como baixa qualidade pode ser posteriormente usados como

tomas subsequentes a primeira (Fischer et al., 2021).

4.4, Avaliacao da qualidade nutricional com base no refratdmetro Brix

Neste capitulo testaram-se os colostros identificados com qualidade adequada através
do refratbmetro Brix que apresentavam valores significativamente superiores de MS,
proteina e gordura. A divisédo efetuada foi baseada nos resultados do capitulo anterior
(Brix < 25,1% - qualidade inadequada; Brix = 25,1% - qualidade adequada).

Observou-se uma diferenca significativa (P< 0,001) entre os colostros de qualidade
inadequada e adequada na percentagem da MS (22,5 £ 3,25% e 28,1 + 4,29%,
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respetivamente; Figura 15) e de proteina (12,8 £2,77% e 17,9 £ 2,41%, respetivamente;
Figura 16). Ou seja, os colostros classificados de qualidade adequada apresentaram
percentagens significativamente superiores de MS e proteina em comparacdo com
colostros de qualidade inadequada. Estes resultados séo expectaveis, uma vez que, 0S
colostros classificados de qualidade adequada apresentem percentagens
significativamente superiores de MS e proteina em compara¢do com os colostros de
gualidade inadequada. Isso ocorre porque, a qualidade do colostro estd associada a sua
composicao nutricional e imunolégica, em particular a concentracdo imunoglobulinas
(como a IgG), que sdo cruciais para a transferéncia de imunidade passiva e para o
desenvolvimento do vitelo. Além disso, MS reflete ndo apenas a presenca de proteinas,
mas também de outros constituintes importantes como gordura, lactose e minerais, que
contribuem para o valor nutricional do colostro (Weaver et al., 2000).

Por outro lado, os colostros de qualidade inadequada geralmente apresentam menores
concentracdes desses componentes, 0 que compromete a transferéncia imunoldgica.
A forte correlacdo entre a qualidade do colostro, medida pelo Brix, e a percentagem de
proteina e MS indica que o uso do refratbmetro Brix pode ser uma ferramenta eficiente
para estimar a qualidade nutricional do colostro. Este € um aspeto relevante, uma vez
gue as proteinas sédo fontes de aminoacidos e desempenham varias funcdes para o
recém-nascido, como a sintese de proteinas e o desenvolvimento gastrointestinal (Silva
et al. 2024).
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Figura 15: Colostros de qualidade inadequada e adequada na percentagem da MS

para o valor de cut-off de 25,1%
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Figura 16: Colostros de qualidade inadequada e adequada na percentagem da

proteina para o valor de cut-off de 25,1%

No caso da gordura verificou-se que nao existe diferencas significativas (P=0,208) entre
colostro de qualidade inadequada e adequada (4,2 + 2,57% e 51 + 3,38%,
respetivamente; Figura 17), o que indica que o Brix ndo é um bom indicador do teor de
gordura no colostro. Ou seja, um colostro admitido como adequado através da andlise
tipicamente realizada nas exploracdes ndo permite diferenciar colostros quanto a

percentagem de gordura.
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Figura 17: Colostros de qualidade inadequada e adequada na percentagem de

gordura para o valor de cut-off de 25,1%
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Silva et al., (2024), relataram a importancia da gordura fornecida pelo colostro, sendo
essencial logo ap6s o nascimento. A gordura serve como componente estrutural das
membranas, é precursor de outras moléculas e atua em varios processos bioldgicos.
Esta fonte de energia é particularmente importante em recém-nascidos, pois a ingestao
de lactose do colostro é insuficiente para atender as necessidades de glicose, também
pode ser usada como fonte de calor, pois 0s recém-nascidos nascem mal isolados e
tém baixas taxas metabdlicas. Assim, pesquisas futuras e praticas nas exploracdes
devem focar na avaliacdo do contetdo de gordura do colostro para garantir que 0s
recém-nascidos recebam o suporte nutricional adequado, especialmente na fase inicial
de vida.

O grau Brix reflete principalmente a concentracdo de soélidos soluveis. Embora o grau
Brix ndo seja uma medida de contabilizar gordura, uma vez que ndo é um sélido soluvel,
colostros com teores de gordura elevados ou turbidez pode interferir na refracédo da luz
usada pelo refratobmetro, o que pode causar uma leitura ligeiramente alterada (Fox et
al., 1998). Em contrario, Schalich et al., ( 2021), relataram no estudo que a gordura nao

afeta a leitura do grau Brix, devido a sua insubilidade.
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5. Consideracgdes finais

O refratdmetro de Brix é muito utilizado nas explora¢des de bovinos leiteiros como uma
ferramenta pratica para avaliar a qualidade do colostro, principalmente em relacdo a
concentracdo de imunoglobulinas, que sdo essenciais para a imunidade passiva dos
vitelos recém-nascidos. O objetivo deste estudo foi investigar a associacao entre o Brix
e diversos parametros de qualidade do colostro, incluindo a concentragéo de proteinas,
gordura, MS e IgG, a fim de validar o uso do Brix como um instrumento preciso da
gualidade do colostro.

Verificou-se que as variaveis MS, proteina, IgG e ESD apresentaram uma associa¢cao
significativa com o Brix. Em contraste, a gordura, pH e densidade demonstraram ter
pouco impacto no grau de Brix, com coeficientes baixos.

Os resultados deste estudo sugerem que o refratémetro de Brix € uma ferramenta eficaz
para identificar colostro de qualidade inadequada e adequada. Foi indentificado com
bons nivies de sensibilidade e especificidade o valor de 25,1% como valor de corte para
distinguir colostro de baixa (IgG < 50 g/L) e alta qualidade (IgG = 50 g/L). Isso é
particularmente importante para garantir que os vitelos recebam a quantidade
necessaria de imunoglobulinas durante as primeiras horas de vida, um periodo critico
para a absorcdo de anticorpos ajudando a aumentar a eficiéncia da transferéncia de
imunidade passiva e a protecdo contra doencas.

Embora o refratbmetro de Brix seja indiscutivelmente uma forma de estimar as
concentracdes de IgG no colostro, é a ferramenta que os produtores tém atualmente
disponivel para indentificar de forma expedita colostros de boa qualidade, que devem
ser administrados nas primeiras horas de vida do vitelo. O valor proposto permite a
distincdo de colostro em funcdo da MS e proteina, mas ndo gordura. Esta situacao
podera ser considerada limitante, face as elevadas necessidades energéticas do vitelo
recém-nascido. Assim, é suportada a administracdo de tomas adicionais de colostro ao
longo das primeiras 24h de vida, evitando situacfes de déficit calorico e facilitando os
mecanismos termoregulatorios, especialmente importantes em situagbes de

temperaturas ambientais abaixo da zona termoneutralidade do vitelo.
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