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Resumo: Os carotenoides, mais especificamente o betacaroteno, sdo de suma importancia
para todos os animais. Isso porque, esses compostos sdo precursores da vitamina
A ou apenas provitamina A, ou seja, sera originada vitamina A partir da sintese desses
carotenoides, vitamina esta, que possui grande relevancia. Tomando por base o que foi
citado, a quantificacdo dos carotenoides se torna uma importante avaliacdo, para poder
identificar a concentragdo dos mesmos, de modo a aferir se o individuo esta sofrendo
um déficit ou ndo, e casa haja baixas concentragdes, adotar as devidas estratégias de
corregao, para que nao ocorre nenhum tipo de prejuizo em longo prazo ao animal. Contudo,
o principal meio para coleta de amostra para quantificagdo dos carotenoides ainda & por
meio da coleta de sangue, o que gera estresse e desconforto ao animal e, com isso, novas
alternativas para a coleta vem sendo pesquisadas com o intuito de prover bem estar ao
animal.
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Initial activities for validating an analytical method for quantification of beta-carotene
in colostrum of cows

Abstract: Carotenoids, more specifically beta-carotene, are of paramount importance for
all animals. This is because these compounds are precursors of vitamin A or just provitamin
A, that is, vitamin A will be originated from the synthesis of these carotenoids, a vitamin that
has great relevance. Based on what has been mentioned, the quantification of carotenoids
becomes an important evaluation, in order to identify their concentration, in order to assess
whether the individual is suffering from a deficit or not, and if there are low concentrations,
adopt the appropriate correction strategies, so that there is no long-term damage to the
animal. However, the main way to collect samples for the quantification of carotenoids is still
through blood collection, which causes stress and discomfort to the animal, and with that,
new alternatives for collection have been researched in order to provide animal welfare.
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Introducgao

O betacaroteno € um carotenoide precursor da vitamina A (provitamina A), podendo ser
encontrado, por exemplo, em vegetais de folhas verdes. Do ponto de vista fisiologico, em
mamiferos, a vitamina A possui grande importancia, haja vista que esta molécula participa
em diversas etapas de bioquimicas de distintos tipos celulares. Como consequéncia, a
deficiéncia desta vitamina pode gerar disfun¢des da atividade reprodutiva dos animais; da
acuidade visual, principalmente quando a incidéncia de luz € menor; do desenvolvimento
do sistema nervoso; e desenvolvimento embrionario. Adicionalmente, a vitamina A
também desempenha papel relevante na imunidade e diferenciagao celular, aumentando
a capacidade de resposta de mecanismos de defesa das células do sistema imune, bem
como contribuindo para plena diferenciagao de células epiteliais (EL BEITUNE et al., 2003).
Assim, no que tange saude animal, mensurar a quantidade plasmatica de betacaroteno
é clinicamente relevante para auxiliar no diagnéstico causal tanto de doengas quanto de
quedas de producdo em bovinos leiteiros. Contudo, o principal meio de estimativa desta
vitamina se da por venopungao e sua quantificagéo no soro.

Por outro lado, nos dias atuais, questdes relacionadas ao bem-estar animal estdo ganhando
importancia junto ao consumidor de leite e derivados. Com isso, praticas de manejo que
minimizem o estresse animal, seja pela conten¢éo ou pelo ato de promover a venopungéo
sao uma tendéncia em sistemas de producédo de leite modernos. Assim, buscar alternativas
para estimar de forma indireta a concentracdo de betacaroteno plasmatico podem
contribuir de forma positiva para o bem-estar animal em fazendas de producdo de leite.
Especificamente a quantificacdo de betacaroteno em colostro pode ser utilizada para esta
finalidade, isso porque o betacaroteno € uma molécula lipofilica que é facilmente excretada
em sua gordura.

Dentro deste contexto, o objetivo do presente é estudo é realizar as atividades iniciais do
processo de validagao de um método analitico para quantificagédo de betacarotenoides na
matriz biolégica colostro bovino. Tal atividade, por questdes de disponibilidade e custo, esta
sendo realizada de forma precedente as etapas de espectrometria de massas.

Material e Métodos

Foram coletadas quatro amostras de colostro do quarto dianteiro direito em diferentes tubos
Falcon (50mL): Jatos iniciais (J1); Jatos médios (JM); Jatos finais (JF); Misturado (Ml);
Foram realizados trés ciclos de congelamento e descongelamento, das quatro amostras,
em triplicata, a fim de quantificar o betacaroteno no colostro, em comprimento de onda
de 450 nanémetros (nm), seguindo o procedimento conforme descrito por GENTILI et al.
(2013) e STOUT et al. (2018), conforme segue.

Os betacarotenoides totais foram extraidos seguindo os procedimentos:

+ Adigcédo de 3 mL de colostro + 9 mL alcool etilico com 0,1% (p/v) de BHT + 1,5 mL de
solugao de saponificagao contendo 25% KOH + agua deionizada;

» Sonicagao por 5 min e estabilizagdo em temperatura de 40°C por 30 min;

+ Adicdo de 6 mL de hexano: acetato de etila (70:30) e homogeneizagdo em vortex;

» Ressonicagao por 5 min seguida de centrifugacao a 800 x g por 10 min a 25°C;

* Recuperacdo e separagdo da fase organica (sobrenadante), seguida da adicéo
de 3 mL de solugdo hexano: acetato de etila (70:30), seguida de agitacdo sonicagao e
centrifugacao (conforme parametros acima)
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Adeterminagao da quantidade de carotenoides foirealizada de forma direta no sobrenadante,
com o auxilio em leitora de microplacas para leitura em comprimento de onda de 450
nandmetros. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Resultados e Discussao

A partir das analises realizadas, foi identificado que o terco final da ordenha do colostro
apresenta uma concentracdo estimada de carotenoides total cerca de 6,38% superior
ao terco inicial da ordenha. Tal condicdo pode ser explicada pelo fato de o betacaroteno
apresentar alta lipofilicidade em fungao de seu logP de 14,62 (PubChem), o que favorece
seu acumulo na gordura do colostro. Em fungao disso, seu acumulo pode ser favorecido no
terco final da ordenha, uma vez que esta é mais rica em gordura quando comparada com o
terco inicial (GENTILI et al., 2013).

Por sua vez, o processo de estocagem/congelamento da amostra seguida de degelo pode
levar a uma grande redugdo na quantidade total de carotenoides (Tabela 1).

Tabela 1. Ciclos de descongelamento de colostro

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3

UA* UA* UA*
Il 0,94 0,83 0,65
IM 0,96 0,84 0,63
JF 1 0,82 0,57
MI 0,97 0,84 0,22

*Valores ajustados para Unidade Arbitraria (U.A.), onde 1 U.A. equivale a 2,374 (JF do ciclo 1)

Ao se ampliar os ciclos de congelamento/descongelamento as perdas de carotenoides se
acentuam com o avango no numero de ciclos e ficam mais intensas apés o terceiro ciclo. Tal
resultado sugere que tanto o transporte de amostras congeladas (evitar o descongelamento),
quanto sua estocagem em propriedades rurais devem ser alvo de controle de processo, isso
porque a frequente instabilidade de rede elétrica rural brasileira pode promover o desgelo,
ou mesmo para transporte de amostras congelamentos das amostras. Apesar de n&o ter
sido estudado o mecanismo de tal variagao pode ser explicada pela degradacao do analito,
cuja principal forma de degradacéo pode ocorrer por oxidagéo, seja pela presenga de luz ou
oxigénio. Contudo uma eventual falha no processo de extragdo ndo pode ser descartada,
haja vista que o maior numero de ciclos de congelamento pode gerar a precipitagdo mais
acentuada da micela de caseina e, com isso, “aprisionar” os globulos de gordura.

Conclusoes

Com base nos estudos e nos resultados obtidos, e tendo em vista o objetivo proposto,
conclui-se que os o numero de ciclos de congelamentos/descongelamentos do amostra
podem influenciar nos resultados analiticos € que para reduzir a variagdo de resultados
quantitativos nas préximas etapas do experimentos deve-se utilizar para analise o jato final
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da ordenha do colostro.
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