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1. INTRODUCAO GERAL

O leite in natura produzido no Brasil apresenta baixa qualidade, sobretudo em funcdo das
inadequadas préaticas de producdo e da falta de procedimentos higiénicos durante a ordenha,
armazenagem e conservacdo do leite até o momento de sua utilizacdo pela industria de
processamento.

Visando reduzir as perdas por acidificacdo, aumentar o rendimento industrial da matéria-
prima e fornecer produtos de melhor qualidade e in6cuo a satde do consumidor, o Ministério da
Agricultura Pecuéaria e Abastecimento, regulamentou, em 2002, através da Instrucdo Normativa
N° 51, a estocagem do leite cru refrigerado na fonte de producdo e seu transporte a granel
(BRASIL, 2002).

A refrigeracdo do leite depois de concluida a ordenha constitui o principal método de
conservacdo do leite cru, evitando a perda da matéria-prima pela atividade acidificante de

bactérias mesofilicas. Entretanto, deve-se considerar que o resfriamento do leite acima da
temperatura recomendada (4°C) ou por periodos prolongados pode resultar em perda de

qualidade dos produtos lacteos associados ao crescimento e a atividade enzimética de bactérias
psicrotroficas (PINTO et al., 2004). Além disso, outros fatores de ordem técnica e/ou econdmica
relacionados a disponibilidade e regularidade no fornecimento de energia elétrica em
determinadas areas do pais, as possiveis falhas nos equipamentos de resfriamento durante a
estocagem do leite, bem como ao baixo poder de investimento da maioria dos pequenos
produtores podem comprometer a qualidade da matéria-prima.

Outra problematica € o periodo de tempo transcorrido desde o transporte do leite (em latdes)
das propriedades leiteiras até os pontos de coleta, onde o resfriamento é feito mediante a
utilizacdo de tanques comunitarios. Em casos como este, dependendo da distancia percorrida, do
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tipo de transporte utilizado e da temperatura ambiente, o crescimento exponencial da microbiota
contaminante pode ser altamente favorecido, induzindo a redugdo na qualidade do leite a ser
processado.

Diante de situacfes como as supracitadas, a utilizacdo de um método de conservagdo
complementar e/ou alternativo a refrigeracdo seria de grande importancia para garantir melhor
qualidade do leite que chega a industria, 0 que evitaria as perdas por acidificagdo e propiciaria
maior seguridade alimentar ao consumidor final.

Nesse contexto, o sistema lactoperoxidase (SLP) constitui uma série de rea¢fes naturais que
se produzem no leite como parte dos mecanismos intrinsecos a protecdo da glandula mamaria e
a outros fluidos bioldgicos como sangue, saliva, suco gastrico, linfa e urina (ORAM e REITER,
1966; SHARMA e RAJ, 1999; VANOIRBEECK et al., 2005).

A ativacdo exdgena desse sistema no leite gera uma agdo do tipo bacteriostatica e/ou
bactericida, que limita o crescimento da populacdo das bactérias contaminantes e a producao de
acidos, permitindo, com isso, que a qualidade microbioldgica e fisico-quimica da matéria-prima
se mantenha por maior periodo de tempo (ORAM e REITER, 1966; BJORCK et al., 1975,
BJORCK, 1978; PONCE et al., 2001).

Devido as suas propriedades antimicrobianas e por constituir um mecanismo de defesa
natural, o SLP tem sido objeto de uma ampla investigacdo nos ultimos 40 anos, sobretudo em
paises europeus, sendo aprovado como método de conservacdo do leite cru pelo Codex
Alimentarius, em 1991 (CAC, 1991). Considerando que a eficiéncia do SLP depende de diversos
fatores relacionados ao ambiente em geral (alimentacdo, volume produtivo, tipos de

microrganismos envolvidos etc.), torna-se extremamente necessaria a realizacdo de estudos e
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avaliacdes especificas para cada pais ou regido, sobretudo para aquelas &reas onde o SLP teria
maior potencial de aplicacéo.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do SLP sobre a qualidade fisico-

quimica e microbioldgica do leite cru sob diferentes condi¢des de armazenamento.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Sistema Lactoperoxidase

O SLP é um mecanismo natural de defesa da glandula mamaéria de todos os mamiferos,
sendo composto pela enzima lactoperoxidase (LP), uma proteina sintetizada na glandula
mamaria por ions tiocianato (SCN"), originados do metabolismo hepético e por peroxido de
hidrogénio (H,0,), derivado da atividade dos leucécitos e outras células. O SLP compreende
uma série de reacGes que se produzem no leite como parte dos mecanismos intrinsecos a
protecdo da glandula mamaria e a outros fluidos biol6gicos como sangue, saliva, suco gastrico,
linfa e urina (ORAM e REITER, 1966; SHARMA e RAJ, 1999; VANOIRBEECK et al., 2005).

A enzima LP catalisa a oxidagdo do SCN™ na presenca de H,O, e gera produtos
intermediarios com propriedades antimicrobianas, entre os quais o hipotiocianato (OSCN), que é
produzido em maiores quantidades (ORAM e REITER, 1966; WOLFSON e SUMNER, 1993).
A atividade antimicrobiana dos compostos formados resulta na oxidagdo dos grupos sulfidrilicos
(SH) de diversas enzimas e outras proteinas microbianas, podendo ainda haver oxidacdo do
NADH do NADPH, o que altera os sistemas de transporte de energia e aminoacidos ou a
atividade das enzimas glicoliticas (HOOGENDOORN, 1977).

A eficiéncia do SLP pode variar dependendo de diversos agentes e fatores; porém, de modo

geral, pode-se dizer que o sistema possui acdo bactericida e/ou bacteriostatica. Em estado
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natural, os fatores limitantes da ativacdo do SLP sdo os ions tiocianato e o oxigénio reativo, pois
ainda que se encontrem constantemente no leite, suas concentracfes dependem de muitos fatores
como alimentacgdo, condigdes fisiologicas, manejo, entre outros (MATHUR e CHOPRA, 1995;

PONCE et al., 1995).

2.2. Componentes do Sistema Lactoperoxidase

2.2.1. Lactoperoxidase

A lactoperoxidase (LP) é uma enzima da familia quimica das oxidases, as quais estdo
amplamente distribuidas na natureza, tanto nos vegetais quanto nos animais, incluindo todos 0s
mamiferos, inclusive o homem (KUSSENDRAGER e HOOIJDONK, 2000). A LP encontra-se
presente nas glandulas mamérias, salivares e lacrimais dos mamiferos e em suas respectivas
secrecdes, ou seja, no leite, saliva e lagrimas (WOLFSON e SUMNER, 1993).

Todas as peroxidases sdo quimica e imunologicamente similares. S&o glicoproteinas que
possuem um grupo heme no centro catalitico, ligado covalentemente a uma cadeia polipeptidica
(THANABAL e LA MAR, 1989), como representado na Figura 1 (PONCE, 2007), e apresentam
como fungdo principal a de catalisar a oxidagdo de diversos componentes na presenga de
peréxido de hidrogénio, gerando produtos intermedidrios com propriedades antimicrobianas

(ORAM e REITER, 1966; REITER e HARNULYV, 1984; WOLFSON e SUMNER, 1993).
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Figura 1. Estrutura da enzima lactoperoxidase

Especificamente no leite, a LP constitui uma das principais proteinas que apresentam
concentragdes médias de 30 mg/L, bem superiores as necessidades bioldgicas requeridas para
uma 6tima reacdo enzimatica (SHARMA e RAJ, 1999; FONTEH et al., 2002). Em termos de
unidades de atividade enzimatica/mL, a concentracdo dessa enzima varia amplamente entre as
espécies. Concentracdes de 1,2 —19,4 (BJORCK et al., 1975; REITER et al., 1976; REITER e
HARNULYV, 1984); 0,14 — 2,38 (MEDINA et al., 1989); 0,95 — 2,15 (ZAPICO et al., 1991) e
0,9 UA/mL (HARNULV e KANDASAMY, 1982) foram encontradas em leite de vaca, ovelha,
cabra e bufala, respectivamente. A concentragdo minima para sua acdo bactericida é de 0,02
unidades/mL, o que garante que em qualquer condicdo do leite cru exista a atividade requerida
(SEIFU et al., 2005).

O papel biolégico fundamental da LP esta associado a protecdo da glandula mamaria e do
trato intestinal dos recém nascidos contra 0s microrganismos patdgenos presentes no leite

(SEIFU et al, 2005).

2.2.2. lon tiocianato

19



O tiocianato (SCN") é uma substancia ubiqua nos o6rgaos (rins, estdbmago etc.), fluidos
(espinhal, linfatico, plasmaético etc.) e secre¢des (leite, saliva, etc.) dos mamiferos (WOLFSON e
SUMNER, 1993; KUSSENDRAGER e HOOIJDONK, 2000), sendo suas concentragoes
variaveis nos diversos fluidos e secrecdes que participa. Especificamente no leite bovino, tém
sido reportadas concentracfes de 0,02 a 0,6 mmol/L (BJORCK, 1978; PONCE, 2001). Segundo
Kusendrager e Hooijdonk (2000), as concentragdes de tiocianato em leite sdo reflexos das
concentragcdes sanguineas, as quais variam de acordo com a raga, regime de alimentacgdo, satde
do ubere, fatores fisiologicos e tipos de alimentos. As fontes principais de SCN™ sdo o0s
glucosinolatos presentes nas hortalicas, como repolho, couve-flor, etc., e os glucosidios
cianogénicos, presentes em diversas fontes alimentares como repolho, batata, milho etc. que
durante sua hidrélise geram tiocianato, além de outros compostos (REITER e HARNULYV,
1984).

De acordo com Reiter e Harnulv (1984), a ingestdo excessiva de tiocianato pode produzir
bocio (ou deprimir a hiperatividade das glandulas tiredides) indiretamente, através de sua
interferéncia no metabolismo do iodo. No entanto, do ponto de vista do risco quimico, o ion
tiocianato, utilizado como parte da ativacdo do SLP, dentro dos niveis estabelecidos pelas
diretrizes, ndo possui significado importante; primeiramente pelo fato de constituir um
componente natural do leite, bem como pelo fato de suas concentragdes finais ndo ultrapassarem
0s niveis fisiologicos extremos relatados em leite de mamiferos, sendo, inclusive, muito
inferiores as concentragdes existentes na saliva e no suco gastrico dos seres humanos (WILSON
e MATTHEUS, 1966). Com respeito aos produtos intermediarios gerados pela sua oxidagéo, tem

sido relatado que estes sdo muito instaveis no leite, especialmente sob elevadas temperaturas.
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Desse modo, o tratamento térmico a 65 °C garante que tais elementos ndo estejam presentes no
leite no momento de seu consumo ou da producdo de derivados lacteos (PONCE, 2007).

Com base em seu papel como um mecanismo de defesa natural de secre¢cbes como a saliva
(KUSSENDRAGER e HOOIJDONK, 2000) e do trato intestinal, reporta-se o uso potencial do
tiocianato em cremes dentais, cosméticos, tratamentos de diarreias e no controle da Helicobacter

pylori (DAVIDSON, 2001; SHIN et al, 2002).

2.2.3. Perdxido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio (H,0) é o terceiro componente do SLP. O H,0, pode se formar,
endogenamente, pelos leucdcitos durante o processo de fagocitose e por um conjunto de
bactérias como os lactobacilos, lactococos e estreptococos, bem como por algumas células
epiteliais (WOLFSON e SUMNER, 1993). Nédo obstante, o H,O, pode ter procedéncia exdgena,
podendo ser adicionado na forma de percarbonato de sddio ou de peroxido de magnésio
(KUSSENDRAGER e HOOIJDONK, 2000).

Segundo Pérez (1987), o excesso de peroxido inibe a acdo da enzima lactoperoxidase, razéo
pela qual, quando se adiciona agua oxigenada no leite em valores acima de 60 mmoles/L, a
enzima se torna inativa. De acordo com Bjorck (1992), a ativagdo do SLP requer quantidades
minimas de H,O,. O critério estabelecido pelo Codex Alimentarius para ativacdo exogena do
SLP em leite é de 8 mg/L de H,0,. Tal concentracdo € cem vezes menor que a utilizada para

conservacéo do leite mediante o uso unicamente do H,O,, que requer entre 500- 800 mg/L.

2.3. Mecanismos de Acao do Sistema Lactoperoxidase
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A enzima lactoperoxidase catalisa a oxidagdo do tiocianato (SCN’). Nestas reacdes de
oxidacdo sdo formados compostos intermediarios transitorios, que podem sofrer oxidacoes
posteriores adicionais para formar produtos finais, como sulfato, diéxido de carbono e amoniaco,
como também podem reciclar-se para novamente gerar SCN™ (REITER e HARNULYV, 1984). Os
produtos intermediarios sdo 0s que possuem atividade antimicrobiana. O metabolito principal e o
que se forma em maior quantidade é o hipotiocianato (OSCN") (WOLFSON e SUMNER, 1993).
O OSCN' pode ser produzido por duas diferentes rotas (KUSSENDRAGER e HOOIJDONK,
2000):

1- A oxidacdo de SCN’, catalisada pela enzima LP, pode dar lugar a tiocianogeno [(SCN).], que
rapidamente se hidrolisa e gera &cido hipotiocianoso (HOSCN) em equilibrio acido-base com o
OSCN’" (pK = 5,3). A este valor de pH existem quantidades equimolares dos dois compostos.

Ambos possuem atividade antimicrobiana:

2 SCN™ + Hy,0, + 2H" — (SCN), + 2H,0
(SCN), + H,0 HOSCN + SCN™ + H,0
HOSCN «——— H" + OSCN" (pK =5,3)

2 — Na outra via, 0 SCN™ pode oxidar-se diretamente a OSCN'":

SCN + H, 0, ——— OSCN" + H,0

A atividade antimicrobiana é a chave do SLP, que resulta na oxidacdo dos grupos
sulfhidrilicos de diversas enzimas e de outras proteinas microbianas (REITER e HARNULYV,
1984), o que se traduz na inibicdo do crescimento bacteriano. O OSCN™ pode também oxidar o

NADH e 0 NADPH a NAD* e NADP* (HOOGENDOORN, 1977), alterando os sistemas de
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transporte de energia e aminoacidos ou a atividade das enzimas glicoliticas (REITER e
HARNULYV, 1984).

Segundo Farrag et al. (1992) e Pitt et al. (2000), o dano causado na estrutura das proteinas
bacterianas é consequéncia da acdo oxidativa sobre a membrana citoplasmatica, resultando na
perda de ions de potéssio, amino&cidos e polipeptideos para 0 meio. Consequentemente, altera-
se 0 consumo de glucose, aminoacidos e purinas, 0 que afeta a sintese de proteinas pelos
bloqueios concomitantes das fungfes do DNA e RNA. A expressdo da atividade do sistema
lactoperoxidase pode ser bacteriostatica e/ou bactericida, dependendo da susceptibilidade dos
microrganismos, que incluem bactérias, virus e fungos (CLAESSON, 1993).

Para ativacdo exdgena do SLP em leite, preconiza-se a adi¢do de peroxido de hidrogénio e
de tiocianato de sédio nas concentracdes de 8 e 14 ppm, respectivamente, de maneira que
alcance concentracGes equimolares de cada componente na ordem de 0,20-0,25 mmoles/L (CAC,

1991).

2.4. Atividade Antimicrobiana do Sistema Lactoperoxidase

A atividade antimicrobiana do SLP pode ocasionar lesdes ou modificacbes nas diversas
estruturas (parede celular, membrana citoplasmatica, sistema de transporte, enzimas glicoliticas,
acidos nucleicos) da célula microbiana e, em consequéncia, ocasionar a morte ou a inibi¢do do
crescimento ou do metabolismo dos microrganismos afetados.

A eficacia do SLP pode variar em fungdo de numerosos fatores. Entre estes, a presenca de
componentes de baixo peso molecular no meio (HOOGENDOORN et al., 1977), a quantidade de

H,O, disponivel e a forma de subministré-la (REITER e HARNULV, 1984).
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Apesar dessa variabilidade na eficacia antimicrobiana do SLP, pode-se dizer que o sistema
possui a¢do ndo somente inibidora como também bactericida (dependendo das condi¢es do
meio) sobre as bactérias Gram negativas, catalase positivas como coliformes, pseudomonas,
salmonelas etc. que, inclusive, eventualmente, podem sofrer lise (BJORCK, 1978; WILKINS e
BOARD, 1989; KUSSENDRAGER e HOOIJDONK, 2000). As bactérias Gram positivas
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes sdo mais resistentes; neste caso, 0 SLP possui
somente acdo inibitdria sobre os seus crescimentos (BJORCK, 1978; WILKINS e BOARD,
1989; KUSSENDRAGER e HOOIJDONK, 2000). As variagdes de sensibilidade entre as
bactérias Gram positivas e negativas podem ser explicadas levando-se em conta as diferencas nas
estruturas da parede celular e os compostos inibidores gerados pelas mesmas (REITER e
HARNULYV, 1984; WITT e HOOYDONK, 1996).

Devido as suas propriedades antimicrobianas e por constituir um mecanismo de defesa
natural, o SLP tem sido objeto de uma ampla investigacdo nos ultimos 40 anos, sobretudo em
paises europeus, sendo aprovado como método de conservacdo do leite cru pelo Codex
Alimentarius, em 1991 (CAC, 1991). Com base nesses estudos, reconhece-se nesse método um
importante potencial de utilizacdo em condicdes de limitagdes de infraestrutura de refrigeracéo e
outras situagbes (FAO/WHO, 2006). Nesse sentido, considerando que a eficiéncia do SLP
depende de diversos fatores relacionados ao ambiente em geral (alimentacdo, volume produtivo,
tipos de microrganismos envolvidos etc.), torna-se extremamente necessaria a realizagdo de
estudos e avaliacdes especificas para cada pais ou regido, sobretudo para aquelas areas onde o
SLP teria maior potencial de aplicagdo, como as regides Norte e Nordeste do Pais.

Nesse contexto, as dificuldades técnicas, climaticas e econdmicas encontradas nas referidas

regibes, somadas a necessidade de utilizacdo de métodos alternativos e/ou complementares ao
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processo de refrigeracdo que venham contribuir para a obtengdo de leite e derivados lacteos de
melhor qualidade para a inddstria e consumidor motivaram a realizagdo deste trabalho. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia do SLP sobre a qualidade do leite cru
refrigerado e n&o-refrigerado, como também sobre a qualidade do leite em situacGes que
simulam a falta de energia elétrica durante o armazenamento sob refrigeracdo, o que € muito
comum em zonas rurais, € em situacfes que simulam a exposicdo do leite a temperatura
ambiente por longos periodos, antes de seu resfriamento ou de sua utilizacdo pela inddstria de

processamento.
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CAPITULO |

Efeito da ativacdo do sistema lactoperoxidase sobre a qualidade microbiolégica e fisico-quimica

do leite cru refrigerado e ndo-refrigerado em Havana, Cuba
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Efeito da ativacao do sistema lactoperoxidase sobre a qualidade microbioldgica e fisico-

quimica do leite cru refrigerado e ndo-refrigerado em Havana, Cuba

Resumo - Foram realizados trés ensaios com o objetivo de avaliar a eficiéncia do sistema
lactoperoxidase (SLP) na conservacgdo do leite cru refrigerado e n&o-refrigerado no estado de
Havana, Cuba. No primeiro e no segundo ensaio utilizou-se leite cru armazenado sob
temperatura ambiente durante 0, 4, 8 e 12 horas de conservacdo e o SLP foi ativado em
condicdes de laboratdrio e de campo, respectivamente. No terceiro ensaio foi utilizado leite cru,
refrigerado durante 0, 24, 48, 72 e 120 horas de conservagdo. Para ativacdo do SLP utilizou-se
um ativador do SLP composto por tiocianato e percarbonato de sodio conhecido como
STABILAK®. Houve efeito de tratamento (ativado e ndo-ativado), de tempo de conservagéo (P <
0,01) e da interacdo tratamento x tempo (P < 0,05) sobre a acidez titulavel nos trés ensaios; efeito
de tempo sobre o nivel de lactose (P < 0,05) e os sélidos totais (P < 0,01) no ensaio Il e, efeito de
tratamento sobre os niveis de gordura, a proteina, os solidos totais (P < 0,01) e a lactose (P <
0,05) no ensaio Ill. Para a contagem de coliformes totais, houve efeito de tratamento (P < 0,01,
ensaio |; P < 0,01, ensaio Il1), de tempo de conservagdo (P < 0,05, ensaios | e Il; P < 0,01, ensaio
I1) e da interacdo tratamento x tempo (P < 0,05, ensaio Il1). Para a contagem de psicrotréficos
observou-se efeito de tratamento (P < 0,05) e de tempo de conservacdo (P < 0,01). O SLP inibiu
o crescimento da populacdo de coliformes em leite cru nao-refrigerado e manteve o nivel de
acidez dentro dos limites aceitaveis até 8 horas, dependendo da qualidade inicial do leite. Em
leite cru refrigerado o efeito inibitério do SLP sobre a contagem de coliformes totais foi
prolongado até 120 horas e a acidez foi mantida dentro dos limites aceitaveis até 48 horas pds-
ativacdo. N&o foi observado efeito do SLP sobre a populagdo de psicrotréficos ao longo dos
tempos de conservacdo. O SLP ndo alterou as concentragdes iniciais de gordura, proteina, lactose
e solidos totais, em todos 0s ensaios realizados, e conseguiu evitar que ocorresse degradacédo de

tais componentes por periodos de até 120 horas, em leite cru refrigerado.

Palavras-chaves: qualidade do leite, ativador do sistema lactoperoxidase, conservacédo do leite.
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Effect of lactoperoxidase system activation on the microbiological quality and physico-

chemical raw milk refrigerated and non refrigerated in Havana, Cuba

Abstract - This study was to evaluate, through 3 trials, the efficiency of the lactoperoxidase
system (LPS) activation on the preservation of refrigerated and non-refrigerated cow milk in
Havana, Cuba. In the first and second trial was used raw milk stored at environmental
temperature for 0, 4, 8 and 12 hours of storage and the SLP has been activated in the laboratory
and camp, respectively. In the third trial was used raw milk refrigerated for 0, 24, 48, 72 and 120
hours of storage. SLP has been activated by the product STABILAK®, a commercial activator
containing sodium thiocyanate and Sodium percarbonate. There was observed effect of treatment
(activated and not activated) of storage time (P < 0.01) and of interaction treatment x time (P <
0.05) on the acidity in the three trials, effect of storage time on the lactose (P < 0.05) and total
solids (P < 0.01) in trial Il and effect of treatment on fat, protein, total solids (P < 0.01) and
lactose (P < 0.05) in trial Ill. For the coliforms count, was observed effect of treatment (P <
0.01, trial I; P < 0.01, trial 111), of storage time (P < 0.05, trials | and II; P <0.01, trial IIl) and
treatment x time interaction (P < 0.05, trial I11). For the psychrotrophic count was observed effect
of treatment (P < 0.05) and storage time (P < 0.01). SLP inhibited the growth of coliforms
population in raw milk non-refrigerated and kept the normal level of acidity up to 8 hours
depending on the initial quality of milk. In refrigerated raw milk the inhibitory effect of SLP on
the coliforms count was extended to 120 hours and the acidity was kept the normal level up to 48
hours after activation. There was no effect of SLP on the psychrotrophic population over the
storage times. The SLP did not alter the initial concentrations of fat, protein, lactose and solids in
all trials, and managed to prevent the degradation such components for periods of up to 120

hours in refrigerated raw milk.

Keywords: milk quality, lactoperoxidase system activator, preservation of milk.
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1. Introducao

O sistema lactoperoxidase (SLP) é um mecanismo natural de defesa da glandula mamaria de
todos os mamiferos, composto pela enzima lactoperoxidase (LP), uma proteina sintetizada na
glandula mamaria, por ions tiocianato (SCN), originados do metabolismo hepético, e por
peréxido de hidrogénio (H.0,), derivado da atividade dos leucdcitos e outras células.
Compreende uma série de reacdes que se produzem no leite como parte dos mecanismos
intrinsecos a protecdo da glandula mamaria e em outros fluidos bioldgicos como sangue, saliva,
suco gastrico, linfa e urina (ORAM e REITER, 1966; SHARMA e RAJ, 1999; VANOIRBEECK
et al. 2005).

A ativacdo exdgena do SLP gera uma acao no leite do tipo bacteriostatica e/ou bactericida, o
que limita o crescimento da populacdo das bactérias contaminantes e a producdo de acidos,
permitindo, consequentemente, que a qualidade microbiolédgica e fisico-quimica do leite se
mantenha por um maior periodo de tempo (ORAM e REITER, 1966; BJORCK et al., 1975;
BJORCK, 1978; PONCE et al., 2001). A aplicacdo pratica desse sistema consiste em adicionar
concentracdes de 8 e 14 ppm de peroxido de hidrogénio e de tiocianato de sodio,
respectivamente, de maneira que alcance concentracbes equimolares de cada componente na
ordem de 0,20-0,25 mmoles/L (CAC, 1991).

Os principais fatores que determinam a eficiéncia da ativacdo exodgena do SLP sdo a
temperatura de conservagdo e o nivel de contaminagdo inicial do leite. Entretanto, também ha
influéncia da concentracdo natural de tiocianato no leite, do nivel produtivo do rebanho, da
ordem de lactacdo, da idade da vaca, do sistema de alimentacéo e do estado sanitario do Ubere

(PONCE et al., 1998).
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Apesar de diversos estudos demonstrarem a eficiéncia do SLP sobre a qualidade do leite cru,
vale ressaltar que a refrigeracdo continua sendo, sem duvida, o principal método de conservacao
do leite durante seu armazenamento no local de producdo e transporte até a industria de
beneficiamento. Entretanto, devido aos altos custos de investimento e de operacdo que esse
processo necessita, seu uso continua sendo limitado, principalmente em propriedades com baixa
escala de producdo. Ademais, a eletrificacdo em zonas rurais continua sendo um fator técnico
limitante nos paises em desenvolvimento.

Nesse sentido, a importancia do SLP reside, principalmente, em sua aplicagdo em situacoes
nas quais, por razfes técnicas, econdémicas e/ou praticas, o uso de instalacdes de refrigeracdo
para manter a qualidade do leite cru seja impossibilitado. Além disso, o SLP pode ser utilizado
em complementacdo ao processo de refrigeragcdo, retardando ainda mais o0 processo de
deterioracdo, uma vez que também reduz o desenvolvimento de bactérias psicrotroficas presentes
no leite armazenado sob baixas temperaturas (FAO/WHO, 2006).

O presente estudo objetivou avaliar a eficacia do SLP sobre a conservacdo do leite cru
refrigerado e ndo-refrigerado, em condic¢des de laboratério e situacdo pratica de campo, mediante
a utilizacdo de um ativador do SLP composto por tiocianato e percarbonato de sédio conhecido

como STABILAK®.

2. Material e Métodos

Foram realizados trés ensaios, cada um com duas repeticdes, para avaliar a eficiéncia da
ativacdo do sistema lactoperoxidase (SLP) na conservacdo do leite cru refrigerado e néo-

refrigerado. No primeiro ensaio foi avaliado o efeito da ativacdo do SLP, em condigdes de
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laboratorio, sobre a qualidade do leite cru de vaca ndo-refrigerado; no segundo ensaio, a mesma
situacdo, sendo o SLP ativado em condicdes praticas de campo e, no terceiro ensaio, o efeito da
ativacdo do SLP sobre a qualidade do leite cru armazenado sob temperatura de refrigeracéo (4-
7°C). Todos os ensaios e procedimentos de analises foram realizados no Centro Nacional de
Sanidade Animal (CENSA), localizado na Cidade de San José de Las Lajas, em Havana, Cuba.

Para ativacdo do SLP utilizou-se o produto STABILAK®, um ativador comercial
apresentado em doses em po para 50 litros de leite, distribuidas em dois saches, sendo um
contendo 0,45g de tiocianato de sddio (ativador 1) e outro contendo 1,7g de perdxido de
hidrogénio na forma de percarbonato de sodio (ativador 2).

Para realizacdo do primeiro ensaio foram obtidos 4L de leite do tanque de armazenamento
do CENSA, devidamente homogeneizado, depois de concluida a ordenha. Esta quantidade inicial
foi dividida em duas aliquotas de 2L. A primeira aliquota foi identificada como ativada e a
segunda como ndo-ativada. Ambas foram transferidas ao laboratério do CENSA onde, a aliquota
ativada adicionou-se inicialmente o ativador 1 do SLP, com posterior homogeneizacao do leite
durante 1 minuto. Seguidamente, adicionou-se o ativador 2 e a aliquota de leite foi novamente
homogeneizada por mais dois minutos, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Depois de ativado o SLP, as aliquotas de 2L de leite (ativada e ndo-ativada) foram divididas
em quatro amostras de 500 mL, cada uma, para realizacdo das analises nos periodos de 0, 4, 8 e
12 horas de conservacdo, poés-ativagdo do SLP. Todas as amostras foram devidamente
identificadas e armazenadas a temperatura ambiente (28 a 30 °C).

As analises das amostras correspondentes ao tempo 0 h, foram realizadas 20 minutos depois
de completar o processo de ativacdo do SLP (tempo correspondente ao processo de separacéo e

identificacdo das amostras). As outras amostras foram analisadas nos tempos de 4, 8 e 12 horas
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depois do processo de ativacdo do SLP. Todos os procedimentos de manipulacdo e de analises
das amostras ativadas e ndo-ativadas foram realizados de maneira similar.

As andlises foram realizadas segundo as metodologias estabelecidas pelas Normas 1SO, FIL-
IDF e pelas Normas Cubanas (NC), ou procedimentos do Centro de Ensaios para o Controle da
Qualidade do Leite e Derivados Lacteos (CENLAC/CENSA), normalizados pelo Ministério de
Agricultura de Cuba (MINAGRI).

Para avaliar o estado higiénico-sanitario do leite foram realizadas as anélises tempo de
redutase do azul de metileno (CUBA, 1983a), acidez titulavel (CUBA,1983b) e a contagem de
coliformes totais, expressa em unidades formadoras de col6nias por mililitro de leite (UFC/mL)
(ISO, 1986). Os componentes fisico-quimicos do leite como gordura, proteina e lactose foram
determinados por radiacdo infravermelha, mediante o equipamento MilkoScan 104 (AS Foss).

Para o segundo ensaio, em condicdes de campo, uma aliquota ndo-ativada de 2L de leite foi
tomada de um tanque coletor de uma granja leiteira, depois de concluida a ordenha e da
adequada homogeneizacdo do tanque. Em seguida, todo o leite do tanque foi ativado com os
ativadores 1 e 2, dosificados de acordo com o volume de leite remanescente, segundo as
recomendacdes do fabricante. Depois de concluido o processo de ativacao, outra aliquota de 2L
de leite, dessa vez ativada, foi tomada do tanque. Ambas as aliquotas (ativada e ndo-ativada)
foram rapidamente transferidas ao laboratério do CENSA (tempo aproximado de 20 minutos),
onde foram subdivididas em 4 amostras de igual volume para realizacdo das analises (similares
as do ensaio 1) nos tempos de 0, 4, 8 e 12 horas. Até 0 momento de analise as amostras foram
armazenadas a temperatura ambiente (28 a 30 °C).

As analises das amostras correspondentes ao tempo 0 h foram realizadas 20 minutos depois

de completar o processo de ativacdo do SLP (tempo correspondente ao transporte das aliquotas
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até o laboratorio de analises). As outras amostras foram analisadas nos tempos de 4, 8 e 12 horas
depois do processo de ativagdo do SLP.

Para realizacdo do terceiro ensaio, uma aliquota de 3L de leite ndo-ativado foi tomada do
tanque de armazenamento do rebanho do CENSA, previamente homogeneizado. Imediatamente
depois, todo o leite do tanque foi ativado com os ativadores 1 e 2 (segundo recomendacdes do
fabricante), dosificados de acordo com volume de leite remanescente. Depois de concluido o
processo de ativacdo, uma aliquota de 3L de leite ativado foi tomada. Ambas as aliquotas
(ativada e ndo-ativada) foram rapidamente transferidas para o laboratério do CENSA (tempo
aproximado de 20 minutos), onde foram divididas em 6 amostras cada uma, e estocadas sob
refrigeracdo (4-7°C). As amostras foram analisadas quanto & composicdo quimica, acidez
titulavel, contagem de coliformes totais e contagem de bactérias psicrotréficas apos 0, 24, 48, 72,
96 e 120 horas de conservacao pés-ativacao do SLP.

As analises das amostras correspondentes ao tempo 0 h foram realizadas 20 minutos depois
de completar o processo de ativacdo do SLP (tempo correspondente ao transporte das aliquotas
até o laboratdrio de analises). As outras amostras foram analisadas nos tempos de 24, 48, 72, 96
e 120 horas depois do processo de ativacdo do SLP.

Para as andlises estatisticas, os resultados da contagem de coliformes totais e da contagem
de microrganismos psicrotréficos foram transformados para log base 10 (Log;o UFC/mL), com o
objetivo de normalizar a distribuicdo dos dados.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o procedimento GLM do SAS (SAS,
2007). O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x4 para os ensaios | e I, sendo dois tratamentos (ativado e ndo-ativado) e quatro tempos

de conservacéo do leite sob temperatura ambiente (0, 4, 8 e 12 horas), e 2x6 para o0 ensaio lI,
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sendo dois tratamentos (ativado e ndo-ativado) e seis tempos de conservacdo do leite sob

temperatura de refrigeracéo (0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas).

3. Resultados e discussao

A tabela 1 apresenta os resumos das andlises de varidncia da acidez titulavel e da

composicdo fisico-quimica do leite para os trés ensaios realizados.

Tabela 1. Analises de variancia da acidez e da composi¢édo centesimal em leite cru armazenado

sob temperatura ambiente (ensaios | e 1) e sob temperatura de refrigeracdo (4-7°C)

(ensaio 111)
Fonte de GL Acidez Gordura Proteina Lactose Sélidos totais
Variagéo (Qm)* (Qm)* (Qm)* (QM)? (QM)?
Ensaio |
Tratamento 1 0,00523520** 0,00332112 0,00234612 0,00681528 0,00369800
Tempo 3 0,00560296** 0,04059658 0,00094217 0,00308353 0,04123587
Trat*temp" 3 0,00148522* 0,04753021 0,00001946 0,00599878 0,03946308
Ensaio 11
Tratamento 1 0,00267363** 0,12625313 0,00063012 0,00569778 0,00000703
Tempo 3 0,00776718** 0,10137275 0,00182471 0,01308978*  0,44202603**
Trat*templ 3 0,00048144* 0,08033921 0,00031238 0,00236011 0,03176136
Ensaio 111
Tratamento 1 0,00210013**  10,28693419**  0,02571502** 0,04581852* 9,61498519**
Tempo 5 0,00185822** 0,43621237 0,00185714 0,00203277 0,39968427
Trat*temp’ 5 0,00019656* 0,14675794 0,00019017 0,00115627 0,13888004

Trat*Temp = efeito da interacéo tratamento x tempo
QM (Quadrado Médio) seguido de um ou de dois asteriscos (* ou **) indica efeito significativo a 5 ou a 1% de probabilidade

pelo teste F, respectivamente.

37



Observou-se efeito significativo de tratamento (P < 0,01), de tempo de conservacédo do leite
(P <0,01), bem como da interacdo tratamento x tempo (P < 0,05) sobre a acidez do leite avaliado
em todos os ensaios (Tabelal).

Para todos os ensaios, o valor médio de acidez do tratamento ativado foi significativamente
menor (P < 0,01) que a média de acidez do tratamento ndo-ativado. Com relacdo a fonte de
variagdo tempo, foi observado que em todos o0s ensaios houve aumento na acidez do leite, a
medida que o tempo de armazenamento se prolongava.

Nos ensaios | e Il, além da analise de acidez, também foi realizada a prova do tempo de
redutase ao azul de metileno (TRAM) como indicador de controle higiénico-sanitario. Os
resultados de ambas as analises, bem como o teste de comparacdo de médias para a acidez,

encontram-se descritos na tabela 2.

Tabela 2. Tempo de redutase ao azul de metileno (TRAM) e acidez titulavel do leite cru ativado
e ndo-ativado em condicBes de laboratorio (ensaio I) e em condicBes praticas de

campo (ensaio I1)

Tratamentos Tempo (h)
Ensaio | 0 4 8 12
'TRAM Ativado 8h15 5h00 1h30 1h00
N&o-ativado 2h00 1h30 30min 30min
’Acidez Titulavel Ativado 0,16 0,16 0,16 0,19°
(g de &c. lactico/100mL)  Né&o-ativado 0,16 0,17 0,19 0,25
Ensaio 11
'TRAM Ativado 1h30 1h00 30min 30min
N&o-ativado 30min 30min 30min 30min
’Acidez Titulavel Ativado 0,18 0,19% 0,22° 0,24°
(g de 4c. lactico/100mL) N&o-ativado 0,18? 0,21° 0,23% 0,28"
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TRAM - Tempo aceitavel = minimo de 1 hora e 30 minutos (BRASIL, 2002).
2Acidez Titulavel - quantidade aceitavel = de 0,14 a 0,18 g de 4c. latico/200mL (BRASIL, 2002). Letras iguais ha mesma coluna
néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De modo geral, observou-se diminuicdo no TRAM e aumento da acidez do leite com o
passar do tempo. Entretanto, no ensaio I, tanto 0 TRAM quanto a acidez do leite se mantiveram
dentro dos limites aceitaveis até 8 horas pos-ativacdo do SLP no tratamento ativado, e até 4
horas, no tratamento ndo-ativado. Ainda no ensaio |, os valores de acidez apresentaram
diferencas significativas (P < 0,05), entre os tratamentos ativado e ndo-ativado, nos periodos de 8
e 12 horas de conservacéo (tabela 2).

E notdria a méa qualidade inicial do leite em que o SLP foi ativado em condicBes praticas de
campo (ensaio Il), uma vez que o tratamento ativado apresentou valores de TRAM fora dos
limites aceitaveis em 4 horas de conservacdo e o tratamento ndo-ativado imediatamente apos a
ativacdo do SLP (0 h). Os tratamentos ativado e ndo-ativado apresentaram acidez aceitavel
somente no primeiro momento apos a ativacdo do SLP (Oh) e valores diferentes entre si (P <
0,05) no periodo de 12 horas de conservacgdo (tabela 2).

Mediante os resultados de TRAM e acidez obtidos nesses dois ensaios pode-se concluir que
0 SLP pode ser utilizado para conservar a qualidade do leite cru por um periodo de até 8 horas de
armazenamento sob temperatura ambiente, sendo necessario para tanto, que o leite apresente boa
qualidade inicial.

Ponce et al. (1987) ao avaliarem a eficiéncia do SLP sobre a conservacao do leite cru em
Cuba, observaram que os indicadores TRAM e acidez titulavel se mantiveram dentro dos limites
aceitaveis por um periodo de 12 horas de armazenamento sob temperatura ambiente, em um

primeiro ensaio, e de 16 horas, em sua repeticdo. Diversos outros estudos também apresentam o
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SLP como método bem sucedido de preservacao do leite & temperatura ambiente (PONCE et al.,
2005; LUDENA et al., 2006; ASAAH, et al., 2007).

A figura 1 ilustra a acidez do leite cru ativado e ndo-ativado, armazenado por periodos de 0,

24,48, 72, 96 e 120 horas sob temperatura de refrigeracao (ensaio I1I).

0,20 4 ——Ativado
=—fl—Nio-ativado

Acidez titulavel (g de :ic. latico/100mL)

0 24 48 72 96 120

Figura 1. Acidez titulavel em leite cru ativado e ndo ativado, armazenado durante 0, 24,
48, 72, 96 e 120 horas sob temperatura de refrigeracdo (4-7°C) (ensaio I11)

Do mesmo modo, em leite refrigerado (ensaio 1l1), verificou-se aumento na acidez a medida
que o tempo de armazenamento do leite se prolongava, tanto para o tratamento ativado quanto
para 0 ndo-ativado. Entretanto, a acidez do leite ativado se manteve abaixo do limite de 0,189 até
48 horas de armazenamento sob refrigeracdo, enquanto o leite ndo-ativado se acidificou logo nas
primeiras 24 horas de conservacdo (Figura 1). Tais resultados indicam que o SLP aumenta o
tempo de conservacdo do leite quando utilizado em complementacdo ao processo de
refrigeracdo.

De acordo com Ponce et al. (2005), através de seus estudos realizados durante 20 anos e

envolvendo mais de 100 ensaios avaliativos sobre a acidez tituldvel, composicdo quimica e
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qualidade dos produtos lacteos, foi evidenciado que a ativacdo do SLP mantém a acidez inicial
do leite dentro dos limites aceitaveis pelas normas internacionais em um tempo que oscila entre 8
a mais de 36 horas, dependendo da temperatura de armazenamento e da qualidade inicial do
leite.

Nas andlises de varidncia para a composicdo quimica foi verificado que, em leite
armazenado por periodos de 0 a 12 horas sob temperatura ambiente (ensaios | e Il), nenhuma das
fontes de variacdo avaliadas exerceu efeito significativo (P > 0,05) sobre os componentes
gordura, proteina, lactose e sélidos totais, indicando que a ativacdo exdgena do sistema
lactoperoxidase, bem como os tempos de armazenamento avaliados nos referidos ensaios, de
modo geral, ndo interferem na concentracdo dos componentes quimicos do leite (Tabela 1). Em
contrapartida, em leite armazenado por periodos de 0 a 120 horas sob refrigeracdo (ensaio 11), a
fonte de variagdo tratamento exerceu efeito significativo sobre os componentes gordura, proteina
e sélidos totais (P < 0,01) e lactose (P < 0,05) (Tabela 1).

A figura 2 representa as alteracfes sofridas entre os componentes quimicos dos tratamentos

ativado e ndo-ativado do ensaio IlI.
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Figura 2. Valores percentuais dos componentes gordura (GORD), proteina (PROT),
lactose (LACT) e sélidos totais (S.T.) em leite cru ativado e nédo-ativado,
armazenado durante 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas sob temperatura de
refrigeragdo (4-7°C) (ensaio 1)

Para todos os componentes quimicos avaliados, o tratamento ativado apresentou valores
médios maiores e diferentes significativamente dos valores médios observados no tratamento
ndo-ativado. Tais resultados sdo indicativos da ocorréncia de degradacdo dos componentes
centesimais do leite ndo-ativado e demonstram a eficiéncia do SLP em conservar a qualidade
fisico-quimica do leite cru armazenado por periodos de até 120 horas sob temperatura de
refrigeracdo (Figura 2). Nesse sentido, € importante ressaltar que a ativacdo do SLP n&o alterou a
composi¢do quimica avaliada nesse terceiro ensaio, e sim possibilitou que a composigdo quimica
inicial do leite se mantivesse por um maior periodo de tempo.

A tabela 3 apresenta os resumos das analises de variancia para as analises microbioldgicas
contagem de coliformes totais (ensaios I, Il e Ill) e contagem de microrganismos psicrotréficos

(ensaio I11).
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Tabela 3. Analises de variancia para a contagem de coliformes totais (ensaios I, 1l e IlI) e

contagem de microrganismos psicrotroficos (ensaio I11)

Fonte de Variacao GL Coliformes Totais Psicrotroficos
(QM)? (QM)?
Ensaio |
Tratamento 1 4,66824673** -
Tempo 3 1,78053671* -
Trat*temp’ 3 0,26875231 -
Ensaio 11
Tratamento 1 0,37264514 -
Tempo 3 1,57393270* -
Trat*temp’ 3 0,00407109 -
Ensaio 111
Tratamento 1 3,97440506** 0,29533107*
Tempo 5 1,14320257** 1,15437697**
Trat*temp" 5 0,26225173* 0,02082188

Trat*Temp = efeito da interacéo tratamento x tempo
2QM (Quadrado Médio) seguido de um ou de dois asteriscos (* ou **) indica efeito significativo a 5 ou 1% de

probabilidade pelo teste F, respectivamente

Na analise de variancia para coliformes totais houve efeito significativo de tratamento (P <
0,01, ensaios I; P < 0,01, ensaio Ill), de tempo de conservacdo (P < 0,05, ensaios | e Il; P < 0,01,
ensaio I11) e da interacdo tratamento x tempo (P < 0,05, ensaio I11) (tabela 3).

Na anéalise de variancia para a contagem de microrganismos psicrotréficos, realizada no
ensaio 11, houve efeito significativo das fontes de variacdo tratamento (P < 0,05) e tempo de
conservacdo (P < 0,01). N&o foi observada influéncia significativa (P > 0,05) da interacdo
tratamento x tempo sobre a quantificacdo de psicrotroficos (tabela 3).

A figura 3 ilustra o desenvolvimento da populagéo de coliformes em leite cru ativado e néo-
ativado, armazenado sob temperatura ambiente por periodos de 0, 4, 8 e 12 horas, pds-ativacao

do SLP, em condi¢es de laboratério (ensaio 1) e em condigdes praticas de campo (ensaio I1).
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Figura 3. Coliformes totais em leite cru ativado e ndo-ativado armazenado sob
temperatura ambiente por periodos de 0, 4, 8 e 12 horas pés-ativacdo do
SLP em condices de laboratorio (ensaio I) e de campo (ensaio 1)

De modo geral, observou-se aumento na contagem de coliformes totais a medida que o
tempo de conservacdo do leite se prolongava. No entanto, a ativagdo do SLP, em condicdes de
laboratério (ensaio 1), promoveu um retardo no desenvolvimento da populacdo de coliformes
totais, mantendo-a em torno de 5 Log;, UFC/mL (100 x 10° UFC/mL) até 8 horas de
conservacéo do leite sob temperatura ambiente, enquanto no tratamento ndo-ativado a populagéo
destes microrganismos ultrapassou o total de 6 Log;y UFC/mL (1000 x 10° UFC/mL) nas
primeiras 4 horas de armazenamento do leite (Figura 3).

Outros estudos também demonstraram que o SLP foi eficiente em manter a qualidade do
leite cru por periodos de até 7-8 horas de armazenamento sob temperatura ambiente (HARNULV
e KANDASAMY, 1982; PONCE et al., 2005). Resultados como estes sdo de extrema

importancia, sobretudo para aquelas situages nas quais o beneficiamento do leite é realizado em
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laticinios préximos ao local de obtencdo, uma vez que o periodo de 8 horas representa tempo
suficiente para realizacdo da coleta da matéria-prima e seu processamento.

N&o foi observado efeito bacteriostatico do SLP sobre a populacdo de coliformes quando a
ativacdo foi realizada em condicOes praticas de campo (ensaio 11) (Figura 3). Tal resultado pode
ser atribuido & ma qualidade inicial do leite utilizado neste ensaio, tanto em termos de acidez e
TRAM (Tabela 2), como em relacdo a contagem de coliformes totais (Figura 3), o que reduziu
substancialmente a eficiéncia do SLP na conservacdo da matéria-prima.

De acordo com a FAO/WHO (2006) a populacdo destes microrganismos continua
aumentando em leite, apresentando alta carga bacteriana inicial (> 500 x 10° UFC/mL),
independentemente do efeito do SLP. Entretanto, em leite de excelente qualidade (contagens
menores que 100 x 10° UFC/mL), os niveis de contaminag&o inicial se mantém pelo menos até 8
horas apds o processo de ativacdo do SLP.

Na figura 4 encontram-se representadas as contagens de coliformes totais e de
microrganismos psicrotroficos, em leite cru ativado e ndo-ativado, armazenado por 0, 24, 48, 72,

96 e 120 horas sob temperatura de refrigeragdo (ensaio I11).

45



Log;o Ufc/mL

0 24 48 72 96 120
Tempo (h)

=4—Coliformes - ATIVADO == Coliformes - NAQ-ATIVADO
Psicrotroficos - ATIVADO ===Psicrotréficos - NAO-ATIVADO

Figura 4. Coliformes totais e de psicrotroficos em leite cru ativado e ndo-ativado
armazenado por 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas sob temperatura de refrigeracdo
(4-7°C) (ensaio 1)

Com respeito a contagem de coliformes totais em leite refrigerado, a ativacdo do SLP
conseguiu manter a populagdo destes microrganismos abaixo de 5,3 Logyo UFC/mL (200 x 10°
UFC/mL) até as 120 horas de conservacdo. Em contrapartida, no tratamento ndo-ativado, a
contagem de coliformes ultrapassou o valor de 6 Logio UFC/mL (> 1000 x 10° UFC/mL) em 72
horas de conservacdo. Em termos estatisticos, diferencas significativas (P < 0,05) foram
observadas entre as contagens de coliformes dos tratamentos ativado e ndo-ativado, nos tempos
de 72 e 120 horas de conservagéo (Figura 4).

Tais resultados apontam a possibilidade de ampliacdo do periodo de coleta do leite
refrigerado na propriedade rural, bem como a possibilidade de melhorar a qualidade do leite que
chega a inddstria, mediante a utilizacdo do SLP como método de conservagdo complementar ao
processo de refrigeracdo. Nesse sentido, de acordo com a FAO/WHO (2006), o SLP tem sido
mais eficiente em retardar o processo de deterioragdo do leite armazenado sob baixas

temperaturas, em comparagdo com o uso exclusivo da refrigeracao.
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De modo geral, a contagem de bactérias psicrotroficas em leite refrigerado foi menor (P <
0,05) no tratamento ativado (7,26 Log;o UFC/mL) que no tratamento ndo-ativado (7,49 Logio
UFC/mL). Entretanto, quando foi feita a comparagdo em fungéo do tempo (interacdo tratamento
X tempo), observa-se que a populagdo destes microrganismos foi bastante elevada inicialmente
(Oh) e continuou se desenvolvendo de maneira semelhante (P > 0,05) nos tratamentos ativado e
ndo-ativado, a medida que o tempo de armazenamento se prolongava (Figura 4).

Tais resultados devem ter sido decorrentes das elevadas contagens iniciais de psicrotréficos
no leite avaliado, o que reduziu substancialmente acdo bacteriostatica/bactericida do SLP sobre a
populacdo destes microrganismos. De acordo com Ponce (2001), a ativacdo do SLP permite
manter o leite armazenado sob refrigeracdo durante um periodo que oscila entre 48 a 72 horas,
sem alteraces na contagem total de bactérias psicrotroficas, dependendo da qualidade inicial. O
autor chegou a conclusdo que quando se trata de leite de alta qualidade, ou seja, quando a
contagem de psicrotréficos inicial é inferior a 5 x 10° UFC/mL, a carga microbiana psicrotrofica
inicial pode se manter estavel até 72 horas de armazenamento e, até 48 horas, quando o leite
apresenta baixa qualidade inicial. Vale ressaltar que, no presente estudo, a contagem de
psicrotréficos inicial (Oh) foi superior a 1000 x 10° UFC/mL, tanto no leite ndo-ativado quanto
no ativado.

Um forte efeito do SLP contra bactérias psicrotroficas Gram-negativas tambeém tem sido
demonstrado por uma série de estudos especificos (BJORCK, 1978; REITER e HARNULYV,
1984; WOLFSON e SUMMER, 1993) indicando possivel novo caminho para melhorar o
armazenamento de leite cru refrigerado.

De modo geral, a partir dos resultados obtidos no presente estudo verifica-se que tanto o

SLP como o processo de refrigeracdo ndo elimina e ndo paralisa totalmente o desenvolvimento
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da flora bacteriana presente inicialmente no leite, nem seu processo de deterioragdo, sendo
fundamental tornar a contaminacdo inicial a menor possivel. Portanto, para se garantir a
qualidade do leite é extremamente importante que ele seja obtido sob condic¢Bes higiénico-
sanitarias adequadas, a fim de diminuir a contaminacdo inicial e, desta forma, a utilizacdo de
métodos de conservacao, tais como a refrigeracdo e/ou a ativacdo do SLP, e consiga manter a

contagem microbiana em niveis baixos.

4. Conclusodes

A ativacdo do sistema lactoperoxidase (SLP) ndo altera a concentracdo dos componentes
lacteos gordura, proteina, lactose e solidos totais.

Quando utilizado em complementagdo, a refrigeracdo o SLP retarda a degradacdo dos
componentes quimicos do leite por periodos de até 120 horas.

A ativacdo do SLP apresenta efeito inibitorio sobre o desenvolvimento da populacao
bacteriana presente inicialmente no leite e sobre seu processo de deterioracdo, permitindo, desse
modo, que a conservacdo da qualidade do leite se mantenha por certo periodo de tempo,
dependendo da qualidade inicial e da temperatura de armazenamento.

O SLP pode ser utilizado como Unico metodo de conservacdo, em situages nas quais ndo
seja possivel resfriar o leite na propriedade ou como método complementar ao processo de
refrigeracdo. Neste Ultimo caso, a maior relevancia de sua utilizagdo esta em reduzir ainda mais o
desenvolvimento da carga bacteriana inicial, com vistas a obtencgéo de leite apresentando melhor
qualidade, bem como na possibilidade de ampliagdo no tempo de armazenamento do leite na

propriedade rural, com reflexos na otimizacéao do sistema de coleta a granel.
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CAPITULO Il

Efeito do sistema lactoperoxidase sobre a qualidade microbiolégica e fisico-quimica do leite cru

conservado sob diferentes condi¢cdes de armazenamento no nordeste pernambucano
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Efeito do sistema lactoperoxidase sobre a qualidade microbioldgica e fisico-quimica do leite

cru conservado sob diferentes condigdes de armazenamento no nordeste brasileiro

Resumo — O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da ativacdo do sistema
lactoperoxidase (SLP) sobre a qualidade microbiologica e fisico-quimica do leite cru conservado
sob diferentes condi¢cOes de armazenamento. Para tanto, foram realizados quatro ensaios. No
primeiro ensaio avaliou-se a eficiéncia do SLP sobre a qualidade do leite cru armazenado sob
temperatura ambiente e sob refrigeracdo, por periodos de 4 e 8 horas pds-ativacdo; no segundo, a
eficiéncia do SLP sobre a qualidade do leite cru refrigerado, armazenado por periodos de 4, 8 e
24 horas pos-ativagdo; no terceiro, a eficiéncia do SLP sobre a qualidade do leite cru refrigerado,
na ocorréncia da falta de energia elétrica durante o periodo de armazenamento; e no quarto
ensaio, a eficiéncia do SLP sobre a qualidade do leite cru refrigerado, previamente exposto, por
longos periodos, a temperatura ambiente. Para todos os ensaios houve efeito de fazenda (P <
0,01) sobre todos os componentes quimicos do leite, bem como efeito da interacdo fazenda x
tratamento (P < 0,05) sobre a lactose, nos ensaios | e 1l. Nao foi observado efeito de tratamento
sobre a composicdo centesimal do leite como um todo, em nenhum dos quatro ensaios. A fonte
de variacdo fazenda exerceu efeito significativo (P < 0,01) sobre a CBT do leite utilizado nos
quatro ensaios. O efeito de tratamento foi significativo (P < 0,01) sobre a CBT nos ensaios I, Il
e IV e o efeito da interacdo fazenda x tratamento exerceu influéncia sobre a CBT no ensaio IV (P
< 0,01). Em todos esses casos, a CBT foi menor em leite ativado que em leite ndo-ativado
(controle). Nao houve efeito (P > 0,05) de tratamento nem da interacdo fazenda x tratamento
sobre a CBT no ensaio Il (em leite refrigerado), entretanto os valores de CBT dos tratamentos
ativados foram menores que os valores dos tratamentos ndo-ativados em todos os tempos de
conservacao. Pode-se concluir que a ativagdo exdgena do SLP ndo interfere na concentracdo dos
componentes quimicos do leite e, de modo geral, exerce efeito inibitério sobre o
desenvolvimento da populacdo bacteriana em leite armazenado sob diferentes condic6es, tempos

e temperaturas de conservacao.

Palavras-chave: qualidade do leite, métodos de conservagdo, refrigeracdo, enzima

lactoperoxidase.
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Effect of lactoperoxidase system activation on the microbiological quality and
physico-chemical raw milk conserved under different storage conditions

in Pernambuco, Northeastern Brazil

Abstract - This study was to evaluate, through 3 trials, the efficiency of the lactoperoxidase
system (LPS) activation on the microbiological quality and physico-chemical raw milk under
different storage conditions. In the first trial evaluated the efficiency of the SLP on the quality of
raw milk stored at environmental temperature and under refrigeration for periods of 4 and 8
hours post-activation; in the second, the efficiency of the SLP on the quality of refrigerated raw
milk, stored for periods of 4, 8 and 24 hours post-activation; in the third, the efficiency of the
SLP on the quality of refrigerated raw milk, in the event of power failure during the storage
period, and in the fourth trial, the efficiency of the SLP on the quality of refrigerated raw milk,
previously exposed for long periods at environmental temperature. For all trials was observed
effect of farm (P < 0.01) on all the chemical components of milk and the effect of farm x
treatment interaction (P < 0.05) on the lactose in the trials I and II. There wasn’t observed effect
of treatment on the composition of milk as a whole, in any of the four trials. The source of
variation farm had a significant effect (P < 0.01) on the CBT of the milk used in four trials. The
treatment effect was significant (P < 0.01) on the CBT in the trials I, 11l and IV and the treatment
x farm interaction have any influence on the CBT in the trial IV (P < 0.01). In all these cases
CBT was lower in activated milk than in non-activated milk (control). There wasn’t observed
effect (P > 0.05) of treatment and of farm x treatment interaction on the CBT in the trial II,
however the values of CBT treatments activated were less than the values of non-activated
treatments in all storage times. It can be concluded that the SLP exogenous activation does not
interfere with the concentration of the chemical components of milk, and generally has an
inhibitory effect on the development of bacterial populations in milk stored under different

conditions, times and storage temperatures.

Keywords: milk quality, storage’s methods, refrigeration, lactoperoxidase enzyme.
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1. Introducao

A qualidade do leite produzido no Brasil, sobretudo a microbioldgica, constitui um problema
croénico devido ao envolvimento de fatores de ordem social, cultural e econémica. O perfil da
producdo leiteira do pais é caracterizado por baixo desenvolvimento tecnoldgico e higienizacao
inadequada durante os procedimentos de ordenha, armazenagem e conservacdo do leite,
originando produto de baixa qualidade e de facil deterioracéo.

Além da maior conscientizacdo dos produtores quanto a importancia das praticas higiénicas
de ordenha, a medida que tem causado maior impacto na qualidade do leite produzido ao nivel
de fazenda e reduzido as perdas da matéria-prima por acidificacdo tem sido a adocdo do
resfriamento imediato do leite ap6s a ordenha, regulamentada pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento em 2002, através da Instrucdo Normativa N° 51 (BRASIL, 2002).

Com a implantacdo desta normativa, todo o leite processado em estabelecimentos sob
fiscalizacdo federal passou ser refrigerado na propriedade a temperatura de 4°C (tanques de
expansdo) ou 7°C (tanques de imersao), no tempo maximo de 3 horas apds o término da ordenha.
Entretanto, deve-se considerar que o resfriamento do leite acima da temperatura de 4°C ou por
periodos prolongados de tempo pode resultar em perda de qualidade dos produtos lacteos
associados ao crescimento e a atividade enzimatica de bactérias psicrotréficas (Pinto et al.,
2004).

Além disso, convém considerar que, na pratica, com a existéncia do transporte do leite em
latbes das propriedades até os tanques de resfriamento comunitarios ou até as plataformas de
laticinios, o tempo real gasto para o resfriamento do leite pode exceder o tempo limite
estabelecido, 0 que agrava ainda mais os problemas relacionados ao aumento da carga bacteriana

contaminante do leite cru refrigerado. Outros fatores de ordem técnica e/ou econbémica
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relacionados a disponibilidade e regularidade no fornecimento de energia elétrica em
determinadas areas do pais, as possiveis falhas nos equipamentos de resfriamento durante a
estocagem do leite, bem como ao baixo poder de investimento da maioria dos pequenos
produtores, também podem comprometer a qualidade da matéria-prima.

Tendo em vista as dificuldades encontradas para atender todos os pré-requisitos necessarios
a refrigeracdo eficiente do leite (tempo e temperatura adequada, estabilidade da corrente elétrica,
manutencdo dos equipamentos de resfriamento etc.), torna-se necessaria a adogdo de novas
técnicas de fécil execucdo, que venham complementar o processo de refrigeracéo e proporcionar
a obtencdo de leite e produtos lacteos de melhor qualidade e indcuos a saude do consumidor.

O sistema lactoperoxidase (SLP) é um mecanismo natural de defesa da glandula mamaria de
todos os mamiferos, composto pela enzima lactoperoxidase (LP), uma proteina sintetizada na
glandula maméria por ions tiocianato (SCN’), originados do metabolismo hepético, e por
peroxido de hidrogénio (H,0,), derivado da atividade dos leucdcitos e outras células. A ativacdo
exOgena desse sistema no leite gera uma acgdo do tipo bacteriostética e/ou bactericida, que limita
0 crescimento da populacdo das bactérias contaminantes e a producdo de &cidos, permitindo,
com isso, que a qualidade microbioldgica e fisico-quimica da matéria-prima se mantenha por
maior periodo de tempo.

Devido as suas propriedades antimicrobianas e por constituir um mecanismo de defesa
natural, o SLP tem sido objeto de uma ampla investigacdo nos ultimos 40 anos, sobretudo em
paises europeus, sendo aprovado como método de conservacdo do leite cru pelo Codex
Alimentarius, em 1991 (CAC, 1991). Em contrapartida, poucos estudos e avaliagcdes especificas
tém sido realizados em paises ou regides onde o SLP teria maior potencial de aplicacdo, como o

Brasil.
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do SLP na conservacdo da
qualidade fisico-quimica e microbioldgica do leite cru sob diferentes condigdes de

armazenamento no nordeste pernambucano.

2. Material e Métodos

Foram realizados quatro ensaios para avaliar a eficiéncia do SLP na conservacdo da
qualidade fisico-quimica e microbioldgica do leite cru sob diferentes condigdes de

armazenamento. As especificacdes de cada ensaio encontram-se dispostas na Tabela 1.

Tabela 1. Especificacdes das condi¢cdes, tempos e temperaturas de armazenamento do leite por

ensaio
Ensaio CondicGes de armazenamento Temperaturas (°C) Tempos (h)
I Leite cru refrigerado e ndo-refrigerado 2-5e 28-30 4e8
| Leite cru refrigerado 2-5 4,8e24

i Leite cru refrigerado sob simulagdo da  2-5 (Refrigeracdo) e 8 (4hRef + 4hAmb)*;
falta de energia elétrica durante o  28-30 (Ambiente) 24 (4hRef + 4hAmb
periodo de armazenamento + 16hRef)?

v Leite cru refrigerado, previamente 28-30 (Ambiente) e 8 (4hAmb + 4hRef)*;

exposto por longos periodos a  2-5 (Refrigeracdo) 24 (4hAmb +
temperatura ambiente 20hRef)* 24 (8hAmb
+ 16hRef)°

!Armazenamento durante 4 horas sob refrigeracdo mais 4 horas sob temperatura ambiente, em simulacéo a falta de
energia elétrica.

Armazenamento durante 4 horas sob refrigeracdo mais 4 horas sob temperatura ambiente, em simulacdo a falta de
energia elétrica, e mais 16 horas sob nova refrigeracao.

®Armazenamento durante 4 horas sob temperatura ambiente mais 4 horas sob refrigeracdo, em simulacdo ao

resfriamento tardio do leite.

56



*Armazenamento durante 4 horas sob temperatura ambiente mais 20 horas sob refrigeracdo, em simulacdo ao
resfriamento tardio do leite.
*Armazenamento durante 8 horas sob temperatura ambiente mais 16 horas sob refrigeracdo, em simulagdo ao
resfriamento tardio do leite.

Para realizacdo desse estudo, amostras de leite foram coletadas de cinco propriedades
leiteiras, nos periodos de fevereiro a junho de 2009, sendo trés propriedades localizadas na
mesorregido do Agreste pernambucano e duas na Zona da Mata pernambucana. Na Zona da
Mata, o clima é predominantemente pseudotropical, com fortes chuvas no outono e inverno. Ja
no Agreste, as condicdes climaticas sdo diversificadas por ser uma regido de ecotone,
apresentando areas mais Umidas e outras mais secas, onde predomina o clima semi-arido.

Quatro entre as cinco propriedades avaliadas sdo compostas por rebanhos mesticos
Holandés-Zebu, que produzem entre 1000 a 2800kg de leite/dia e, uma delas, contempla um
pequeno rebanho puro holandés produzindo diariamente 100kg de leite, em média. De modo
geral, os animais sdo criados em pastagens do género Brachiaria e suplementados em cochos
contendo racdo volumosa e concentrada, além de sal mineralizado ad libitum. Os alimentos
volumosos sdo comumente compostos por silagem de milho (Zea spp.) e de sorgo (Sorghum
bicolor), cana-de-agucar (Saccharum spp.) e palma forrageira (Opuntia ficus-indica). Como
alimentos concentrados séo usualmente fornecidos os farelos de milho, de trigo (Triticum spp.) e
de soja [Glycine max (L.) Merrill], como também a raspa da mandioca-brava (Manhihot
esculenta).

Todas as propriedades utilizam ordenha mecanica, tanques de expansao para resfriamento do
leite e préticas de higienizacdo nos procedimentos de ordenha, tais como: lavagem dos tetos, pré-
dipping, p6s-dipping e desprezo dos trés primeiros jatos de leite.

Em cada propriedade foram realizadas trés coletas para obtencdo das distintas amostras
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utilizadas nos quatro ensaios. Desse modo, foram totalizadas 15 repeti¢cdes para cada ensaio (5
propriedades x 3 coletas).

Para ativacdo do SLP utilizou-se o produto STABILAK®, um ativador comercial
apresentado em doses em p6 para 50 litros de leite, distribuidas em dois sachés, sendo um
contendo 0,45g de tiocianato de sddio (ativador 1) e outro contendo 1,7¢g de peroxido de

hidrogénio na forma de percarbonato de sodio (ativador 2).

2.1. Coleta do leite e ativagdo do sistema lactoperoxidase

Em cada coleta foram obtidas inicialmente duas aliquotas de 50 litros de leite, depois de
concluida a ordenha, sendo uma das aliquotas identificada como ativada e a outra como nao-
ativada. A aliquota ativada adicionou-se inicialmente o ativador 1 do SLP, com posterior
homogeneizacdo do leite durante 1 minuto. Seguidamente, adicionou-se o ativador 2 e a aliquota
de leite foi novamente homogeneizada por mais dois minutos, de acordo com as recomendacdes
do fabricante.

Apos ativacdo do SLP verificou-se a hora de tal ocorréncia (hora de ativacao) e,
posteriormente, as aliquotas foram novamente homogeneizadas para aferi¢cdo da temperatura e do
pH do leite, bem como para a realizacdo do teste do alizarol, o qual permite estimar o pH e
auxiliar na diferenciacéo entre o desequilibrio salino e a acidez excessiva. Seguidamente foram
coletadas vinte amostras de leite de cada aliquota (ativada e nédo-ativada), cada uma com trés
réplicas, totalizando 60 amostras de leite ativado e 60 amostras de leite ndo-ativado. Para tanto,
foram utilizados frascos estéreis com capacidade para armazenar 55 mL de leite, previamente

identificados.
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As amostras coletadas foram submetidas a diferentes condi¢cbes de armazenamento, de

acordo com a identificacdo contida nos frascos, para posterior utilizagdo nos distintos ensaios.

2.2. Identificagdo das amostras especificas a cada ensaio

Para identificacdo das amostras (frascos) e posterior utilizacdo dessas nos distintos ensaios,

considerou-se a ativacdo do SLP (ativado e ndo-ativado), a temperatura de conservacao

(ambiente e refrigerado), o tempo de permanéncia da amostra sob determinada temperatura de

conservacéo (4, 8, 16 e 24 horas) e o tempo total de armazenamento da amostra (4, 8 e 24 horas),

desde a ativacdo do SLP até o momento da analise.

A tabela 2 representa o procedimento de identificacdo das amostras, bem como indica em

quais ensaios tais amostras foram utilizadas.

Tabela 2. Identificacdo e destino das amostras utilizadas nos quatro ensaios

SLP T (ambiente e refrigerado) Tempo de armazenamento  Ensaio
x tempo (h) de conservacéo (horas pds-ativagéo)

Ambiente (4h) 4h |
Ambiente (8h) 8h |

Refrigeracéo (4h) 4h lell

Refrigeracéo (8h) 8h lell
Ativado Refrigeracdo (24h) 24h 1
ou Refrigeracdo (4h) /Ambiente (4h) 8h I
Né&o-ativado Refrigeracdo (4h)/Ambiente (4h)/Refrigeracdo (16h) 24h I
Ambiente (4h) / Refrigeracéo (4h) 8h v

Ambiente (4h) / Refrigeracdo (20h) 24h v

Ambiente (8h) / Refrigeracdo (16h) 24h v

2.3. Acondicionamento e transporte das amostras
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Apo0s a coleta, parte das amostras foi acondicionada em caixas isotérmicas contendo gelo
reciclavel e encaminhada ao Laboratério do Programa de Gerenciamento de Rebanhos Leiteiros
do Nordeste (PROGENE), situado em Recife, no Departamento de Zootecnia da UFRPE. A
outra parte foi mantida e transportada até o laboratdrio de anélises sob temperatura ambiente.

Apo0s chegar ao laboratorio, foi feita a separacdo e devido armazenamento das amostras, de

acordo com a identificacdo, para posterior realizacdo das andlises.

2.4. Manuseio das amostras

Depois de separadas e armazenadas, as amostras foram manuseadas de maneira distintas,
conforme as informacdes apresentadas em sua identificacdo, para utilizagdo nos diferentes
ensaios.

Para realizacdo do ensaio |, amostras mantidas sob temperatura ambiente (28-30°C) e sob
temperatura de refrigeracdo (2-5°C) foram analisadas quanto & composicdo quimica e a
contagem bacteriana total (CBT), 4 e 8 horas depois da ativacdo do SLP na propriedade.

Para realizacdo do ensaio I, utilizaram-se as analises das amostras refrigeradas realizadas 4,
8 e 24 horas pos-ativagao do SLP.

Para realizacdo do ensaio Ill, amostras de leite cru refrigerado, ativadas e n&o-ativadas,
foram colocadas a temperatura ambiente, depois de armazenadas durante 4 horas sob
refrigeracdo, em simulacdo a falta de energia elétrica. Seguidamente, ap6s 4 horas de
armazenamento sob temperatura ambiente, parte dessas amostras foi submetida as analises de

composicdo quimica e CBT (8 horas pos-ativacdo) e a outra parte voltou a ser armazenada por
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mais 16 horas sob refrigeracdo, quando entdo foram realizadas as referidas analises (24 horas
pos-ativacao).

Para realizagdo do ensaio 1V, amostras de leite, ativadas e ndo-ativadas, foram submetidas a
refrigeracdo apos 4 e 8 horas de armazenamento sob temperatura ambiente, a fim de simular o
resfriamento tardio do leite, situagcdo ainda comum em estacdes de resfriamento de algumas
regides do pais que recebem leite transportados em latBes, provenientes de pequenas
propriedades rurais. Para tanto, parte das amostras que permaneceu 4 horas sob temperatura
ambiente foi armazenada por mais 4 horas e outra parte por mais 20 horas sob refrigeracao,
quando entdo foram realizadas as analises dos componentes quimicos e da CBT, apds 8 e 24
horas de conservacdo poés-ativacdo, respectivamente. As amostras, inicialmente armazenadas
durante 8 horas sob temperatura ambiente, foram posteriormente submetidas a mais 16 horas de
armazenamento sob refrigeracdo, totalizando 24 horas de conservacdo poés-tratamento, no

momento em que foram realizadas as andlises fisico-quimicas e microbioldgicas.

2.5. Andlises fisico-quimicas e microbiolégicas

As analises de determinacdo dos valores percentuais de gordura, proteina bruta, lactose e
solidos totais foram realizadas eletronicamente mediante espectrofotometria por radiacéo
infravermelha pelo equipamento Combi 2300, da Bentley Instruments®. Esta técnica consiste na
mensuracdo da absorcdo de energia mediante comprimentos de ondas selecionados por filtros, os
quais passam por um feixe de raio laser durante cada ciclo de analise (BENTLEY,1998, IDF,
2000). Para tanto, amostras de leite previamente aquecidas a 40°C em banho-maria e

homogeneizadas por inversdo do recipiente sdo aspiradas para o interior do equipamento, onde
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recebem a irradiacdo pelo feixe de luz infravermelha. A diferenca de energia absorvida entre as
amostras sob anélise e a amostra de referéncia é captada por um detector de infravermelho e é
quantificada, sendo transformada em teores dos componentes, de acordo com a curva de
calibracdo (BENTLEY, 1998).

Para as analises de determinacdo da contagem bacteriana total (CBT) utilizou-se o
equipamento Bactocount IBC, da Bentley Instruments®, o qual emprega a técnica de citometria
de fluxo. Esta técnica consiste na adi¢do de brometo de etidio ao leite para que 0 DNA e RNA
das bactérias sejam corados. O leite com o corante € injetado num capilar acoplado a um sistema
optico, que recebe constantemente, um feixe de laser. Ao passar por este feixe, cada bactéria
emite fluorescéncia, a qual é captada pelo sistema Gptico, e, com isso, 0 nimero de bactérias é
expresso em contagem individual de bactérias (CIB), que posteriormente é convertido em
unidades formadoras de coldnias (UFC), ap6s transformacéo estatistica automatica, baseada em

uma curva de calibragdo previamente elaborada (BENTLEY, 2002).

2.6. Analises estatisticas

Para todos os ensaios foram analisadas as varidveis gordura, proteina, lactose, solidos totais
e a contagem bacteriana total (CBT).

Para as analises estatisticas e apresentacdo das tabelas e graficos, os resultados da CBT (x
10° Ufc/mL) foram transformados para log base 10 (Logy Ufc/mL), com o objetivo de

normalizar a distribui¢do dos dados.
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A significancia dos efeitos fixos de fazenda, tratamento e da interacdo fazenda x tratamento
foi determinada por analise de variancia e as médias ajustadas foram comparadas pelo Teste de
Tukey a 1% e a 5% de significancia, através do procedimento GLM do SAS (2007).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
2X2x2 para o ensaio I

Vijm = 1 + Fi + Aj + T + Py + (FATP)jja + éijiam

em que:
€ amédia;

Fi é o efeito da i-ésima fazenda (i = 1, 2, 3, 4 e 5);

A; é o efeito da j-ésima ativagéo do sistema lactoperoxidase (j = ativado e néo-ativado);

Tk € o efeito da k-ésima temperatura de conservacgdo (k = 28-30°C e 2-5°C);

P, é o efeito do I-ésimo periodo de conservacéo (I = 4 e 8 horas);

(F.ATP)iju € o efeito da interagdo entre fazenda e os fatores ativagdo do SLP x temperatura x
periodo de conservacgao;

&ijlim € O erro aleatorio

2x3 para o ensaio Il:
Vi = p + Fi + Aj + Py + (F.AP)ijk + eiju
em que:
Px € o efeito do k-ésimo periodo de conservacdo do leite cru sob refrigeracdo (k = 4, 8 e 24
horas);
(F.AP); é o efeito da interagdo entre fazenda e os fatores ativagcdo do SLP x periodo de

conservacao do leite cru sob refrigeracao;

2x2 para o ensaio IlI:
Vij = & + Fi + Aj + S + (F.AS)ijk + sij
em que:
Sk é o efeito da k-ésima simulacdo da falta de energia elétrica durante 0 armazenamento sob
refrigeracdo (k = Ref-4h/Amb-4h e Ref-4h/Amb-4h/Ref-16);
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(F.AS)ij« é o efeito da interagéo entre fazenda e os fatores ativagdo do SLP x simulacéo da falta

de energia elétrica durante o armazenamento sob refrigeracéo;

e 2x3 para o ensaio 1V:

Vi = u + Fi + Aj + S+ (F.AS)ijk + &iju
em que:
Sk é o efeito da k-ésima simulagdo do periodo de exposicao do leite a temperatura ambiente antes
de seu armazenamento sob refrigeracdo (k = Amb-4h/Ref-4h, Amb-4h/Ref-20 e Amb-8h/Ref-
16h);
(F.AS)ijc € o efeito da interacdo entre fazenda e os fatores ativagdo do SLP x simulagéo do
periodo de exposicdo do leite a temperatura ambiente antes de seu armazenamento sob

refrigeragéo;

3. Resultados e Discussao

As amostras de leite ativado e ndo-ativado, coletadas das cinco propriedades leiteiras e
armazenadas sob diferentes condi¢fes envolvendo o bindmio tempo Xx temperatura, deram
origem a 4 ensaios comparativos para avaliar a eficiéncia do sistema lactoperoxidase sob a

conservagdo da matéria-prima.

3.1. Ensaio I: Efeito do sistema lactoperoxidase sobre a qualidade fisico-quimica e

microbiologica do leite cru armazenado sob temperatura ambiente e sob refrigeracdo por

periodos de 4 e 8 horas pds-ativacao.

A tabela 3 apresenta as analises de variancia da composicdo fisico-quimica e da

contagem bacteriana total (CBT) do leite proveniente de 5 propriedades, submetido a diferentes
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combinagdes envolvendo a ativagdo do SLP, a temperatura e 0 tempo de armazenamento do

leite (tratamentos).

Tabela 3. Anélises de variancia da composicdo quimica e da contagem bacteriana total (CBT)
em leite cru ativado e ndo-ativado, armazenado sob temperatura ambiente e sob

refrigeracdo, por periodos de 4 e 8 horas pos-ativacao

FV GL Gordura Proteina Lactose Sélidos totais CBT
(QM)! QMm)! (QMm)! (QMm)! Qwm)!

Fazenda 4 5,65524485**  0,80646472**  1,11618280**  3,39255215**  7,62143535**

Tratamento 7 0,01997691 0,01064042 0,01717629 0,01332473 4,04203573**

Fazenda*tratamento 28 0,01232554 0,01017080 0,01779351* 0,03064013 0,19353113

QM (Quadrado Médio) seguido de um ou de dois asteriscos (* ou **) indica efeito significativo a 5 ou a 1% de probabilidade

pelo teste F, respectivamente

Na andlise de variancia para a composicdo quimica do leite foi comprovado que, para todos
0s componentes, houve efeito significativo de fazenda (P < 0,01), bem como efeito significativo
da interagcdo fazenda x tratamento (P < 0,05) sobre o componente lactose. N&o foi observado
efeito significativo (P > 0,05) de tratamento sobre a composicdo centesimal do leite como um
todo, demonstrando que a ativacdo exdgena do SLP em leite cru, nas condicGes de
armazenamento (diferentes tempos x temperaturas) avaliadas no presente estudo, ndo interfere na
concentragcdo dos componentes quimicos do leite (Tabela 3).

Na anéalise de variancia para a CBT houve efeito significativo (P < 0,01) de fazenda e
tratamento. N&o foi observado efeito significativo (P > 0,05) da interacdo fazenda x tratamento
sobre a CBT (Tabela 3).

O efeito de fazenda sobre os componentes quimicos e sobre a CBT indicam a existéncia de
variacdes na qualidade fisico-quimica e microbiologica do leite obtido das cinco propriedades

leiteiras.
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A fim de evidenciar o efeito dos tratamentos sobre o desenvolvimento bacteriano a figura 1

ilustra a CBT em leite cru ativado e ndo ativado, submetido a diferentes combinagdes de

temperatura x tempo de conservacao.

4,00
___'JE 3.50
S
=
—
[-T1]
[=]
)
E 2.50 pu —=——'—'—.
(@]

2,00

4h 3h
=—¢— Ambiente ATIVADO =B AmbienteNAQ-ATIVADO
Refrigerado ATIVADO —=—TRefrigerado NAQO-ATIVADO

Figura 1. Contagem bacteriana total (CBT) em leite cru ativado e ndo-ativado,
armazenado sob temperatura ambiente e sob refrigeragdo por periodos de 4
e 8 horas

A populacdo bacteriana se desenvolveu rapidamente no leite armazenado sem nenhum
método de conservacio (Ambiente NAO-ATIVADO), de modo que logo apds 4 e 8 horas de
armazenamento sob temperatura ambiente o leite ndo-ativado ja apresentava CBT de 2,94 e 3,35
Logio UFC/mL, respectivamente. Tais valores se diferenciaram significativamente entre si (P <
0,01) e entre os valores de CBT apresentados pelos demais tratamentos (P < 0,01) (Figura 1).
Em contrapartida, quando ativado, o SLP conseguiu manter a carga bacteriana do leite cru
armazenado sob temperatura ambiente (Ambiente ATIVADO) em torno de 2,5 Logio UFC/mL,
semelhantemente (P > 0,05) ao que foi conseguido unicamente com a refrigeracdo (Refrigerado

NAO-ATIVADO), durante 4 e 8 horas de armazenamento (Figura 1).
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Tais resultados comprovam que o SLP pode ser utilizado como Unico método de
conservagdo em situagdes em que ndo seja possivel refrigerar o leite (ex: falta de corrente
elétrica, manutencdo do equipamento de resfriamento). Diversos outros estudos apresentam o
SLP como método bem sucedido de preservacao do leite & temperatura ambiente (PONCE et al.,
2005; LUDENA 2006; ASAAH, et al., 2007).

Assim como na presente avaliacdo, Harnulv e Kandasamy (1982) e Ponce et al. (2005)
verificaram que a ativacdo do SLP foi eficiente em manter a qualidade do leite cru até 7-8 horas
de armazenamento sob temperatura de 30°C, tempo suficiente para realizacdo da coleta da
matéria-prima e 0 seu processamento.

O processo de refrigeracéo foi eficiente em retardar o crescimento bacteriano com e sem a
ativacdo do SLP (Refrigerado ATIVADO e NAO-ATIVADO), de modo que os valores de CBT
de ambos os tratamentos se mantiveram constantes apds 4 e 8 horas de armazenamento e nao
apresentaram diferenca significativa entre si (P > 0,05). Apesar disso, observa-se que a CBT do
leite refrigerado ativado foi inferior a CBT dos demais tratamentos. Tal resultado pode ser
considerado de extrema importancia para a logistica da producéo e beneficiamento do leite, uma
Vez que quanto menor a carga bacteriana maior a possibilidade de ampliacdo do tempo de
armazenamento do leite no tanque de resfriamento, com reflexos a otimizagdo do sistema de
coleta a granel. Nesse sentido, um forte efeito do SLP contra bactérias psicrotroficas Gram-
negativas tem sido demonstrado por uma serie de estudos especificos (BJORCK, 1978; REITER
e HARNULYV, 1984; WOLFSON e SUMMER, 1993), indicando possivel novo caminho para
melhorar o armazenamento leite cru refrigerado. Nos estudos de Ludefia et al. (2006) o SLP

aumentou a vida de prateleira do leite cru de cabra durante seu armazenamento sob temperatura
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ambiente e sob refrigeracdo, sendo mais eficaz em leite armazenado sob temperatura de

refrigeracdo.

3.2. Ensaio Il: Efeito do sistema lactoperoxidase sobre a qualidade fisico-quimica e
microbioldgica do leite cru refrigerado armazenado por periodos de 4, 8 e 24 horas pos-

ativagao.

A tabela 4 apresenta as analises de variancia da composicdo fisico-quimica e da contagem
bacteriana total (CBT) em leite cru submetido a tratamentos envolvendo a ativacdo do SLP e

diferentes tempos de conservagao sob refrigeragao a 2-5°C.

Tabela 4. Analises de variancia da composicdo quimica e da contagem bacteriana total (CBT)
em leite cru refrigerado, ativado e ndo-ativado, armazenado por periodos de 4, 8 e 24

horas pés-ativacao

FV GL Gordura Proteina Lactose Sdlidos totais CBT
Qwm)* (QMm)* (Qm)* (Qm)* Qwm)!

Fazenda 4 4,37498322**  (0,72515434**  0,85030112**  2,77758095**  7,56343170**

Tratamento 5 0,01240055 0,00761920 0,00764252 0,01952288 0,15264994

Fazenda*tratamento 20 0,01037638 0,00668708 0,01350550* 0,02071372 0,05161326

QM (Quadrado Médio) seguido de um ou de dois asteriscos (* ou **) indica efeito significativo a 5 ou a 1% de probabilidade

pelo teste F, respectivamente

Na anélise de variancia para a composi¢do quimica do leite observa-se que, para todos 0s
componentes, houve efeito significativo de fazenda (P < 0,01), bem como efeito significativo da
interacdo fazenda x tratamento (P < 0,05) sobre o componente lactose. Nao foi observado efeito

significativo (P > 0,05) de tratamento sobre a composicdo centesimal do leite como um todo, o
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que indica que a ativacdo exogena do SLP em leite cru ndo altera a composi¢do quimica

centesimal da matéria-prima (Tabela 4).

Na andlise de variancia para a CBT observa-se efeito significativo de fazenda (P < 0,01). As

fontes de variacdo tratamento e interacdo fazenda x tratamento ndo exerceram influéncia

significativa (P > 0,05) sobre a CBT (Tabela 4).

O efeito de fazenda sobre os componentes quimicos e sobre a CBT indicam a existéncia de

varia¢fes na qualidade fisico-quimica e microbioldgica do leite obtido das cinco propriedades

leiteiras.

A figura 2 ilustra a CBT em leite cru ativado e ndo-ativado, armazenado por 4, 8 e 24

horas sob temperatura de refrigeracgéo.
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Figura 2. Contagem bacteriana total (CBT) em leite cru refrigerado ativado e ndo-ativado,

conservado por periodos de 4, 8 e 24 horas

Apesar de néo ter sido verificada diferenca significativa (P > 0,05) entre os tratamentos

ativado e ndo-ativado, observa-se que o tratamento ativado apresentou menor CBT em todos 0s

tempos de armazenamento sob refrigeracdo (4, 8 e 24 horas). Também € possivel observar que a
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CBT, tanto do tratamento ativado quanto do nédo-ativado, ndo se desenvolveu no intervalo de
tempo avaliado, 0 que demonstra a eficiéncia do processo de refrigeragdo em retardar o
desenvolvimento bacteriano, sendo o SLP complementar ou néo (Figura 2).

Tais resultados apontam que tanto a utilizacdo da refrigeracdo como Unico método de
conservagao, como em conjunto com a ativacdo exdgena do SLP, é eficiente em conservar a
qualidade microbiolégica do leite por pelo menos 24 horas de armazenamento (tempo maximo
avaliado no presente estudo). Em contrapartida, uma gama de variacbes nos tempos de
conservacdo do leite armazenado sob refrigeracdo, em combinagdo ou ndo com a ativacdo do
SLP, tem sido verificada na literatura. De modo geral, os resultados apresentados por estes
trabalhos demonstram que a utilizagdo do SLP em complementacdo ao processo de refrigeracéo
aumenta consideravelmente o tempo de conservagdo do leite, sobretudo quando este é de boa
qualidade.

De acordo com Asaah et al. (2007), o processo de refrigeragdo pode conservar o leite cru
por cerca de dois dias (42-60 horas) e até uma semana (168 horas), quando utilizado em
combinacdo com a ativacdo do SLP. Entretanto, segundo Ponce (2001), a ativacdo do SLP
permite manter o leite refrigerado armazenado, durante um tempo que oscila de 48 a 72 horas,
sem alteracdes na contagem total de bactérias psicrotrofas, dependendo da sua qualidade inicial.
O autor constatou que quando se trata de leite com alta qualidade, ou seja, quando a contagem
inicial de psicrétrofos é menor que 5 x 10° Ufc/mL, consegue-se manter a carga microbiana
psicrotrofa até 72 horas de armazenamento, e, até 48 horas, quando se trata de leite com mé
qualidade inicial.

Ludefa et al. (2006), ao avaliarem a eficiéncia do SLP na conservacdo da qualidade do leite

cru de cabra, observaram tempos maximos de conservacdo do leite tipo A armazenado sob
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temperatura refrigeracdo de 85 h e 39 min para o tratamento ativado e de apenas 29 h e 50 min
para 0 ndo-ativado. Em leite tipo B, devido a elevada contagem inicial de coliformes totais
apresentada logo no inicio da avaliacdo, o tempo de conservacdo do tratamento ndo-ativado foi
de 0 h e, no tratamento ativado, devido ao forte efeito bactericida apresentado pelo SLP, obteve-

se um tempo de conservagéo de 54 h e 22 min.

3.3. Ensaio Ill: Efeito do sistema lactoperoxidase sobre a qualidade fisico-quimica e

microbioldgica do leite cru refrigerado sob simulacao da falta de energia elétrica.

A tabela 5 apresenta as analises de variancia da composicao fisico-quimica e da contagem
bacteriana total (CBT) em leite cru submetido a diferentes combinag6es envolvendo a ativagao
do SLP e alteragdes na temperatura de conservacdo durante o periodo de armazenamento. Tais
alteracbes foram feitas a fim de simular a falta de energia elétrica durante o periodo de

armazenamento sob refrigeracéo.

Tabela 5. Analises de variancia da composicdo quimica e da contagem bacteriana total (CBT)
em leite cru ativado e ndo-ativado, armazenado por 8 e 24 horas em situacGes que

simulam a falta de corrente elétrica

FV GL Gordura Proteina Lactose Sélidos totais CBT
(QMm)! (QMm)* (QMm)* Qm)* Qwm)!
Fazenda 4 2,67435576**  0,45835939**  0,58924189**  1,62620945** 5,80264066**
Tratamento 3 0,00109665 0,00963708 0,01272027 0,00279469 1,76385782**
Fazenda*tratamento 12 0,00642203 0,00901209 0,01273869 0,02161460 0,08529507

QM (Quadrado Médio) seguido de um ou de dois asteriscos (* ou **) indica efeito significativo a 5 ou a 1% de probabilidade

pelo teste F, respectivamente
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Na andlise de variancia da composicdo quimica apenas o efeito de fazenda exerceu
influéncia significativa sob os componentes centesimais do leite (P < 0,01) (Tabela 5).

Na andlise de varidncia da contagem bacteriana total (CBT) houve efeito significativo de
fazenda (P < 0,01) e tratamento (P < 0,01). N&o houve efeito significativo da interacdo fazenda x
tratamento (P > 0,05) sobre a CBT (Tabela 5).

O efeito de fazenda sobre os componentes quimicos e sobre a CBT indicam a existéncia de
variagdes na qualidade do leite obtido nas cinco propriedades.

A figura 3 apresenta a CBT em leite cru ativado e ndo-ativado, armazenado por 4 horas sob
temperatura de refrigeracdo e por mais 4 horas sob temperatura ambiente, bem como a CBT em
leite cru ativado e nédo-ativado sob 0 mesmo tratamento, sequido de uma nova refrigeragédo por
mais 16 horas. Tais situacGes representam simulacfes da falta de energia elétrica durante o

armazenamento do leite na propriedade.

m Ativado

E Niao-ativado

CBT (Log;, UFC/mL)

T1 T2

Figura 3. Contagem bacteriana total (CBT) em leite cru ativado e ndo-ativado,
armazenado por 4 horas sob refrigeracéo e por mais 4 horas sob temperatura
ambiente (T1) e em leite cru ativado e ndo-ativado, armazenado por 4 horas
sob refrigeragdo, por mais 4 horas sob temperatura ambiente e novamente
sob refrigeracdo por mais 16 horas (T2)
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Observa-se que a ativagdo do SLP propiciou a manutencdo da carga bacteriana abaixo de
2,5 Logio UFC/mL, mesmo apos a suspensdo da refrigeracdo durante as ultimas de 4 horas de
armazenamento (T1 - Ativado), bem como apos a suspensao da refrigeracdo durante 4 horas de
armazenamento, seguida de uma nova refrigeracéo do leite por mais 16 horas (T2 - Ativado). Em
contrapartida, nessas mesmas condi¢Oes de armazenamento, a carga bacteriana dos tratamentos
ndo-ativados se desenvolveu consideravelmente, apresentando valores de CBT superiores e
diferentes estatisticamente dos valores observados nos tratamentos ativados (Figura 3).

Tais resultados demonstram a eficiéncia do SLP em manter a qualidade microbioldgica
do leite cru frente a ocorréncia de aumento na temperatura de conservacdo durante o periodo
armazenamento sob refrigeracdo. Desse modo, considerando que grande parte das propriedades
leiteiras é deficiente em termos de infraestrutura de rede e qualidade de energia elétrica, a
ativacdo do SLP em complementacdo ao processo de refrigeracdo seria uma boa alternativa para
reduzir problemas que resultam em penalizacdes e prejuizos financeiros ao produtor, tais como

reducdo da qualidade e perda total do leite armazenado no tanque de resfriamento.

3.4. Ensaio 1V: Efeito do sistema lactoperoxidase sobre a qualidade fisico-quimica e

microbiologica do leite cru refrigerado, com exposicdo prévia a temperatura ambiente.

A tabela 6 apresenta as analises de variancia da composi¢éo fisico-quimica e da contagem
bacteriana total (CBT) em leite cru ativado e ndo-ativado, armazenado por diferentes periodos
sob refrigeracdo, apds permanéncia prévia sob temperatura ambiente, por periodos de 4 e 8

horas.
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Tabela 6. Analises de variancia da composicdo quimica e da contagem bacteriana total (CBT)

em leite cru ativado e ndo-ativado, tardiamente refrigerado

FV GL Gordura Proteina Lactose Sélidos totais CBT
(QMm)! (QMm)! Qm)! Qm)! Qwm)!

Fazenda 4 4,37407589**  0,58755704**  0,86657660**  5,83395791** 6,08936969**

Tratamento 5 0,00227292 0,01316169 0,02210720 0,00764348 2,68202523**

Fazenda*tratamento 20 0,00506243 0,00793083 0,01038582 0,02165336 0,19191543**

QM (Quadrado Médio) seguido de um ou de dois asteriscos (* ou **) indica efeito significativo a 5 ou a 1% de probabilidade
pelo teste F, respectivamente

Na analise de variancia da composicdao quimica apenas o efeito de fazenda exerceu
influéncia significativa sobre os componentes centesimais do leite (P < 0,01) (Tabela 6).

Na andlise de varidncia da contagem bacteriana total (CBT) houve efeito significativo de
fazenda (P < 0,01), tratamento (P < 0,01), bem como da interacdo fazenda x tratamento (P <
0,01) (Tabela 6).

O efeito de fazenda sobre os componentes quimicos e sobre a CBT indicam a existéncia de
varia¢fes na qualidade fisico-quimica e microbioldgica do leite obtido das cinco propriedades
leiteiras.

A fim de melhor visualizar o comportamento da carga bacteriana presente no leite ativado e
nédo-ativado nas diferentes condigdes de armazenamento avaliadas, a figura 4 ilustra a CBT nos
tratamentos: leite cru ativado e ndo-ativado armazenado por 4 horas sob temperatura ambiente e
por mais 4 horas sob refrigeracdo (T1); leite cru ativado e ndo-ativado, armazenado por 4 horas
sob temperatura ambiente e por mais 20 sob refrigeracdo (T2), e em leite cru ativado e néo-

ativado, armazenado por 8 horas sob temperatura ambiente e por 16 horas sob refrigeracdo (T3).
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Figura 4. Contagem bacteriana total (CBT) em leite cru ativado e ndo-ativado,
armazenado por 4 horas sob temperatura ambiente e por mais 4 horas sob
refrigeracdo (T1); por 4 horas sob temperatura ambiente e por mais 20 sob
refrigeracdo (T2); por 8 horas sob temperatura ambiente e por 16 horas sob
refrigeragdo (T3)

Comparando-se 0s tratamentos ativados com os ndo-ativados, verifica-se que a ativacdo do
SLP foi eficiente em retardar o desenvolvimento bacteriano apresentando valores de CBT baixos
(em torno de 2,6 Logio UFC/mL) e diferentes estatisticamente (P< 0,01) dos valores apresentados
pelos tratamentos ndo-ativados (em torno de 3 Logio UFC/mL) nas situagdes em que o leite ficou
exposto a temperatura ambiente durante 4 horas, antes de ser armazenado sob refrigeracdo por
mais 4 (T1) e 20 horas (T2) (Figura 4). Quando o leite ficou exposto a temperatura ambiente
durante 8 horas, antes de ser armazenado sob refrigeragdo por mais 16 horas (T3), a CBT
também foi significativamente menor (P < 0,01) no tratamento ativado quando comparado com 0
tratamento ndo-ativado sob as mesmas condi¢cbes de armazenamento. Entretanto, devido ao

longo periodo de exposicdo do leite a temperatura ambiente (8 horas) antes da refrigeracéo, o

valor da CBT do tratamento ativado foi semelhante ao elevado valor obtido do tratamento néo-
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ativado nas situacdes em que o leite ficou exposto a temperatura ambiente durante 4 horas, antes
do armazenamento sob temperatura de refrigeracéo (T1 e T2).

O processo de refrigeracdo é utilizado como metodo principal para manter a qualidade
inicial do leite logo apos sua obtengdo. O ndo-resfriamento imediato do leite na propriedade pode
acarretar uma serie de problemas relacionados ao rapido desenvolvimento de bactérias oriundas
da contaminacdo inicial, o qual é potencializado pelos periodos de exposicdo da matéria-prima a
elevadas temperaturas ambientais.

Os resultados verificados nesse ultimo ensaio apontam a eficiéncia do SLP em manter a
qualidade do leite exposto a temperatura ambiente, por periodos de até 4 horas (T1 e T2), antes
do armazenamento sob refrigeracdo, e apresentam relevada importancia pratica, uma vez que
grande parte dos produtores leiteiros brasileiros utiliza tanques de expansdo comunitarios como
alternativa para refrigerar o leite produzido. A ativacdo do SLP em situagcbes como estas
possibilitaria melhores condigdes de conservacdo do leite durante seu transporte da propriedade
até os pontos de coleta, com garantias a qualidade microbioldgica, desde que o tempo de

transporte ndo ultrapasse o periodo de 4 horas.

4. Conclusodes

A ativacdo do sistema lactoperoxidase (SLP) nédo altera a concentracdo dos componentes

lacteos gordura, proteina, lactose e sélidos totais.

O sistema lactoperoxidase possui efeito inibitorio sobre o desenvolvimento da populagao

bacteriana em leite cru armazenado sob temperatura ambiente.
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A ativagdo do SLP permite conservar a qualidade inicial do leite cru por pelo menos 8 horas
de armazenamento sob temperatura ambiente e 24 horas sob temperatura de refrigeragéo (tempos
méaximos avaliados no presente estudo).

O SLP retarda o desenvolvimento bacteriano em leite tardiamente refrigerado, bem como
em leite submetido a elevacdo da temperatura durante o armazenamento sob refrigeracéo.

Com base nas conclusdes apresentadas, a importancia do SLP consiste principalmente na
possibilidade de sua utilizagdo como método complementar ao processo de refrigeracao,
sobretudo em situagdes emergenciais nas quais o leite necessite ficar exposto a temperaturas
ambientais por periodos consideraveis de tempo, antes de seu armazenamento sob refrigeracao
(ex.: transporte até o ponto de coleta), como também em situacdes de interrupcdo da energia
elétrica ou falhas nos equipamentos de resfriamento durante o periodo de armazenamento da

matéria-prima.
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