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Resumo: A refrigeração do leite na propriedade e o transporte a granel são medidas cuja implantação visa a melhoria
da qualidade microbiológica do leite produzido no país, mas temperaturas em torno de 4ºC selecionam uma microbiota
denominada psicrotrófica, que independentemente de sua temperatura ótima de crescimento, multiplica-se bem sob
refrigeração e produz enzimas termorresistentes, que comprometem a qualidade principalmente de derivados lácteos
e leite UAT. Este trabalho tem como objetivo determinar  os principais pontos de contaminação do leite por mesófilos e
psicrotróficos no processo de produção leiteira, bem como a eficiência da refrigeração no controle do crescimento
destes microrganismos. Avaliou-se cinco (5) propriedades leiteiras da região de Londrina- PR, analisando-se diversos
pontos do processo de produção e pesquisando-se microrganismos aeróbios mesófilos (35ºC/48hs) e psicrotróficos
(21ºC/25 hs). Os principais pontos de contaminação foram os latões, tanques de expansão, água residual de
equipamentos e utensílios de ordenha e tetos higienizados inadequadamente. Água residual dos tanques de expansão,
de latões, tetos higienizados inadequadamente e a clarificadora foram os pontos com maior contagem de psicrotróficos.
A quantidade de psicrotróficos encontrada em todos os segmentos do processo de produção pesquisados, foi superior
ao que considera-se tolerável (10% da quantidade de mesófilos). No leite refrigerado, o número de psicrotróficos
superou o de mesófilos, mostrando que a contagem de mesófilos pode subestimar a real quantidade de microrganismos
presentes, sendo os psicrotróficos os indicadores de contaminação ideais neste produto. Como a refrigeração a 4oC
não inibe o crescimento deste grupo de microrganismos, deve-se evitar sua incorporação ao leite durante a produção,
havendo necessidade da associação de boas práticas em todo o processo produtivo.
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Abstract: To improve the microbiology quality of the milk produced in Brazil, steps like the refrigeration have been
implanted in the dairy sector but, temperatures of 4oC are selective for psycrotrophics microorganisms. These
microorganisms, irrespective of their optimum growth temperature, are able to multiply in refrigeration temperature and
produce heat-resistant extra celular enzymes that can cause changes, especially in dairy  products and UHT milk. This
work has the objective to determine the main  points of milk contamination in dairy process and the effect of refrigeration
on the control and multiplication of microorganisms.  Five properties located in Londrina city- PR were aviated. Different
points have been assessed in the dairy process and mesophilics (35oC/48hs) and psychrotrophics (21oC/25hs)
microorganisms were researched. The main contamination points found were the milk cans, bulk milk tanks, residual
water in the dairy equipments and teats bad cleaned. The residual water on the bulk milk tanks, on the cans, teats bad
cleaned and the dairy centrifuge equipment were the main source of psychrotrophics. The quantity of psycrotrophics in all
points assessed were greater than the ideal limit (10% of the mesophilic count). In the refrigerated milk, the psychrotrophics
count over came the mesophilics count, showing that the mesophilics count can under estimate the real microflora of
refrigerated milk, what means that psychrotrophics are the best indicators for refrigerated milk contamination. By what
means, refrigeration at 4oC is not sufficient to control the multiplication of the psycrotrophics group, is necessary to
associate good practices to avoid or control the milk contamination by psycrotrophics  in the main contamination points
detected in this study.
Key words: milk, quality, microorganisms, refrigeration.

1 Introdução

A qualidade do leite está associada a carga microbia-
na inicial presente no produto, e quanto maior o número
de contaminantes e a temperatura de estocagem, menor
será o tempo de conservação do produto (SILVEIRA et
al., 1998).

O leite produzido no Brasil apresenta, de maneira
geral, altas contagens de microrganismos, demonstran-
do com isto que há deficiências na higiene de produção
(CERQUEIRA et al., 1994).

Beloti et al. (1999), ao avaliarem a qualidade micro-
biológica do leite cru na cidade de Cornélio Procópio,
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PR, encontraram contagens médias de aeróbios mesó-
filos de 7,5 milhões de Unidades Formadoras de Colônias
(UFC)/mL, e Número Mais Provável (NMP) de colifor-
mes fecais de até 9.000/mL. Cerqueira et al. (1994),
analisando amostras de leite cru na cidade de Belo
Horizonte, MG, encontraram contagens médias de
aeróbios mesófilos, de 45 milhões UFC/mL, reafirmando
o comprometimento da qualidade microbiológica do leite
cru.

Diversos autores, avaliando a qualidade microbioló-
gica do leite pasteurizado em várias regiões do país,
encontraram entre 10,0% e 65,0% das amostras, em
desacordo com os padrões microbiológicos determina-
dos pela legislação (NADER FILHO; ROSSI JUNIOR,
1989; NADER FILHO; SCHOKEN-ITURRINO, 1989;
CERQUEIRA et al., 1994; BELOTI et al, 1997; FAGUNDES
et al., 2001; RODRIGUES et al., 2001).

Beloti et al. (1999a), estudando a microbiota do leite
pasteurizado, encontraram uma alta freqüência de
microrganismos típicos de equipamentos de ordenha,
indicando com isto que parte destes microrganismos,
estão presentes devido à deficiências na higiene de
produção do leite.

Buscando melhorar a qualidade do leite produzido
no Brasil, mudanças no setor lácteo estão sendo im-
plantadas, dando-se ênfase à refrigeração do leite na
propriedade e ao transporte a granel.

A refrigeração do leite tem como objetivo controlar a
multiplicação de aeróbios mesófilos. Estes microrganis-
mos, em sua maioria, fermentam a lactose produzindo
ácido láctico, que causa acidificação do leite comprome-
tendo sua utilização na indústria (FONSECA; SANTOS,
2000). Segundo Bramley e McKinnon (1990), no leite
refrigerado em temperatura menor ou igual a 4ºC, a multi-
plicação da microbiota total permaneceu controlada por
no mínimo 24 horas, mantendo uma microbiota seme-
lhante a do leite recém ordenhado.

No entanto, a refrigeração em torno de 4ºC, permite
o crescimento de microrganismos psicrotróficos, que
multiplicam-se bem nessas temperaturas independen-
temente de sua temperatura ótima de crescimento
(FONSECA; SANTOS, 2000). Smithwell e Kailasapathy
(1995) consideraram a contaminação do leite por
microrganismos psicrotróficos, o ponto mais importan-
te na determinação da qualidade, não estando sua
freqüência diretamente relacionada às condições de
higiene na produção (BRAMLEY; McKINNON, 1990).

Os psicrotróficos encontrados no leite são ambien-
tais, provenientes do solo, água, vegetação, teto/úbere
e de equipamentos de ordenha higienizados inadequa-
damente (COUSIN, 1982; SOLER et al., 1995). São na
maioria microrganismos Gram negativos, sendo o gênero
Pseudomonas o mais freqüente (STADHOUDERS, 1975;
COUSIN, 1982; BRAMLEY; McKINNON, 1990; MUIR,
1996; SORHAUNG; STEPANIAK, 1997). Microrganismos
psicrotróficos Gram positivos são encontrados em menor
freqüência, como os gêneros Micrococcus, Bacillus e
Arthrobacter (COUSIN, 1982; APHA, 1992). Bolores e

leveduras também possuem gêneros psicrotróficos que
podem comprometer a qualidade de derivados, princi-
palmente do creme e da manteiga (COUSIN, 1982;
FONSECA; SANTOS, 2001).

Conforme Bramley e McKinnon (1990), equipamen-
tos higienizados inadequadamente foram a principal
fonte de psicrotróficos Gram negativos, variando entre
10% e 50% da microbiota total inicial do leite cru.
Thomas e Thomas (1973), consideram que o leite produ-
zido em condições sanitárias inadequadas pode apre-
sentar uma freqüência de microrganismos psicrotróficos
superior a 75% da microbiota total. Segundo o Regula-
mento de Inspeção Industrial e Sanitária de Produtos
de Origem Animal  (BRASIL-RIISPOA, 1980), o leite deve
apresentar no máximo 10% de microrganismos psicro-
tróficos, em relação a contagem total de aeróbios
mesófilos.

Diante das mudanças no setor lácteo nacional, e
visando avaliar a real qualidade do leite refrigerado,
estudamos a freqüência de microrganismos mesófilos
e psicrotróficos em diversas fases do processo de pro-
dução, determinando os principais pontos de incorpora-
ção destes microrganismos ao leite.

2 Material e Métodos
2.1 Características e práticas das proprie-
dades

Este trabalho foi realizado no período de maio de
2000 a junho de 2001, em cinco propriedades leiteiras,
sendo uma de leite tipo A, uma de leite tipo B e três de
leite tipo C (C1,C2 e C3), todas na região de Londrina,
norte do estado do Paraná. Estas propriedades foram
selecionadas com o auxílio da Cooperativa Agropecuária
de Londrina (CATIVA), de forma a representar as
características de manejo, produção e instalações mais
freqüentes na produção de leite da região.

Na propriedade produtora de leite tipo A, o rebanho
bovino Holandês de 60 animais criados em sistema tie
stall produzem, em média, 900L/dia em duas ordenha
diárias. O leite é ordenhado em circuito fechado, sofre
refrigeração rápida em refrigerador de placas e em
seguida é armazenado em tanque de expansão.
Pasteuriza-se o leite a cada dois dias.

A propriedade produtora de leite tipo B, com um
rebanho de 93 animais em produção, das raças Holandês
e Pardo Suíço, criados em sistema free stall, produzem
em média 1.700L/dia em duas ordenhas realizadas em
sala com circuito fechado. O leite refrigerado em tanques
de expansão é recolhido pela cooperativa diariamente
ou, a cada dois dias nos períodos de menor produção.

As propriedades produtoras de leite tipo C (C1, C2
e C3) apresentam práticas distintas. Na propriedade
C1, o rebanho de aproximadamente 80 animais mestiços
mantidos a pasto, produzem em média 960 L/dia. A
ordenha mecânica é realizada duas vezes ao dia em
estábulo, com sistema “balde ao pé” e com a presença
de bezerro. O leite refrigerado é recolhido a cada dois
dias.
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para transporte, com a finalidade de neutralizar a ação
de resíduos de sanitizantes. O material coletado foi
transportado imediatamente em caixa térmica com gelo,
ao LIPOA, onde as análises foram realizadas. Os resul-
tados das amostras obtidas por swabs foram convertidos
em UFC/cm2.

2.4 Análise microbiológica

Para contagem de microrganismos aeróbios mesó-
filos em leite cru e água residual dos pontos estudados,
utilizou-se placas de PetrifilmTM AC, conforme orienta-
ções do fabricante. Para o leite pasteurizado produzido
no Brasil, não é recomendada a utilização do PetriflmTM

AC (BELOTI et al.,1999 a), utilizou-se então, o tradicional
plaqueamento em Ágar Padrão para Contagem (PCA),
incubando-se a 35oC/ 48 horas (BRASIL, MARA, 1991-2).

Para contagem de psicrotróficos utilizou-se a semea-
dura em superfície com alça de Drigalski em PCA,
incubando-se as amostras a 21ºC/25 horas (OLIVERIA;
PARMELEE,1976; APHA, 1992).

2.5 Análises físico-químicas

Nas amostras de leite refrigerado a 40C no tanque
de expansão das propriedades A, B, C1 e C3 e do leite
pasteurizado das propriedades produtoras de leite tipo
A e C (C3), determinou-se o grau de acidez, índice crios-
cópico, densidade e porcentagem de gordura conforme
metodologia descrita no BRASIL – MARA (1981).

Para avaliar a eficiência do tratamento térmico, as
amostras de leite pasteurizado foram submetidas à pes-
quisa de fosfatase alcalina, utilizando-se método colori-
métrico através de kit comercial (Analisa Diagnóstica,
Belo Horizonte, MG, Brasil), e peroxidase, conforme
metodologia descrita no BRASIL – MARA (1981).

2.6 Análise microbiológica da água das
propriedades

Foram colhidas amostras de água utilizadas para
higienização dos animais, nas mangueiras dos estábulos
ou sala de ordenha. Colheu-se 100 mL de água em
frasco âmbar estéril, acondicionados em caixa térmica
com gelo e transportados ao LIPOA-UEL. Pesquisou-se
a presença de coliformes totais e fecais nas amostras
colhidas.

Utilizou-se para a análise inicial de todas as amos-
tras o PetrifilmTM HS (3M Co. St. Paul, MN, EUA), que
tem sensibilidade pra detectar 0,2 coliformes/mL (SOUZA
et al., 2001).

3 Resultados e Discussão

Os resultados das contagens de microrganismos
aeróbios mesófilos e psicrotróficos, obtidos nos diversos
pontos amostrados nas propriedades são apresentados
nas Tabelas 3 e 4.

Os tetos dos animais constituíram importante fonte
de contaminação quando considerou-se as contagens

obtidas e o total de animais ordenhados. Na propriedade
C1 por exemplo, obteve-se contagens médias nos tetos
higienizados de 1,3 x 104 UFC de mesófilos/cm2 e 1,0
x 104 UFC de psicrotróficos/cm2, tanto em animais com
CMT positivo como negativo (Tabela 04). Se considerar-
mos uma área média por teto de 50,8 cm2 (FONSECA;
SANTOS, 2000), obteremos contagens de aproximada-
mente 6,8 x 105 UFC de mesófilos/teto e 5,4 x 105 UFC
de psicrotróficos/teto, uma quantidade de microrganis-
mos relevante quando considera-se um rebanho inteiro.
Cousin (1982) relatou que em  swabs de tetos de animais
após a higienização, encontrou-se um grande número
de microrganismos psicrotróficos. Bramley e McKinnon
(1990) encontraram em tetos higienizados de animais
à pasto nos Estados Unidos da América (EUA), valores
de mesófilos variando entre 3,1 x 104 UFC/teto e 1,4 x
105 UFC/teto, e contagens de psicrotróficos entre 2,5 x
103 UFC/teto e 3,3 x 103 UFC/teto, valores inferiores
aos encontrados neste trabalho. Esta maior carga
microbiana nos tetos, deve estar associada às condições
dos piquetes que, na maioria das vezes, apresentam
grande quantidade de barro e pouco capim.

A propriedade de leite tipo A foi a que obteve uma
melhor eficiência na higienização dos tetos, reduzindo
em 99,52% as contagens de aeróbios mesófilos e em
99,03% as contagens de psicrotróficos (Tabela 3). Este
fato está relacionado à adoção da prática de pré-dipping
que, segundo Fonseca e Santos (2000), pode deter-
minar uma redução de até 80% na contagem bacteriana
total do leite, diminuindo também as contagens de
microrganismos psicrotróficos. Na propriedade B, as
reduções nas contagens foram de 77,54% para
mesófilos e 66,67% para psicrotróficos (Tabela 4). Nas
propriedades de leite tipo C, as contagens de mesófilos
após a higienização, foram reduzidas em 78,57% e a
de psicrotróficos em 70,57% (Tabela 4). Apesar de
todas essas propriedades utilizarem apenas água para
limpeza dos tetos, a redução nas contagens foi menor
na propriedade de leite tipo B, podendo este fato estar
associado a uma carga contaminante inicial maior nos
tetos dos animais criados em sistema free stall, quando
comparada com animais criados a pasto. Bramley e
McKinnon (1990) relataram que nos EUA, as contagens
realizadas em tetos higienizados de animais a pasto
são menores que as de animais estabulados em cama
de areia.

Realizou-se um experimento paralelo na propriedade
C1(dados não demonstrados), com o objetivo de verificar
a porcentagem de microrganismos, em tetos higienizados
que se incorpora ao leite durante a ordenha. Comparou-
se as contagens de microrganismos dos tetos higieni-
zados antes e ao final da ordenha, observando-se uma
redução nos valores médios de mesófilos e de psicrotró-
ficos de 86,0% e de 96,0%, respectivamente, indicando
com isto, que uma grande porcentagem de microrganis-
mos do teto é incorporada ao leite. Mahieu (1991) relatou
que a higienização inadequada aumentou em 18 vezes
a contagem total do leite e em 3,6 vezes a contagem
de psicrotróficos. Além disso, as contagens obtidas a
partir de tetos sujos desses animais, foram menores
que as dos tetos higienizados inadequadamente.
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ficos no leite colhido entre o balão coletivo e após o
refrigerador em placas. Comparando-se as contagens
do leite da conexão após o balão coletivo com as do
leite refrigerado antes de cair no tanque de expansão,
obteve-se um aumento de 185% na contagem de
mesófilos e de 157,3% na contagem de psicrotróficos
(Tabela 3). O leite, neste segmento, entra em contato
apenas com uma curta extensão de tubulação e com o
refrigerador de placas, sendo este último o provável ponto
de contaminação do leite.

Uma das principais fontes de microrganismos
mesófilos e psicrotróficos no processo de produção do
leite foi a água residual dos equipamentos. Os tanques
de expansão e os latões foram os principais pontos de
contaminação, tanto pelas altas contagens, como pelo
volume de água residual. Nos tanques de expansão, a
água residual apresentou contagens de até 1,7 x 108

UFC mesófilos/mL e 2,6 x 107 psicrotróficos/ mL e nos
latões de 7,8 x 107 mesófilos/mL e 9,2 x 105 psicrotró-
ficos/mL (Tabelas 3 e 4). Segundo Bramley e McKinnon
(1990), pelo menos 10% do total de bactérias do leite
são provenientes da água residual dos equipamentos.

Os latões foram os principais pontos de contamina-
ção nas propriedades que utilizam ordenha balde ao pé
(Tabelas 1 a 4). Considerando as contagens médias da
água residual dos latões das propriedades estudadas,
e um volume em torno de 80 mL de água em cada latão,
teremos uma contaminação de 4,11 x 109 UFC de
mesófilos/latão e 7,68 x 107 UFC de psicrotróficos/latão
utilizado. Assim, a água residual de cada latão contri-
buiu com uma contaminação de 1,6 x104 UFC mesófilos/
mL e de 3,0 x 103 UFC psicrotróficos/mL. Quanto a
contaminação da superfície dos latões, os  swabs rea-
lizados na lateral dos latões da propriedade C2, mostra-
ram contagens de 10,8 X 108 UFC mesófilos/cm2 e 1,14
x 106 UFC de psicrotróficos/cm2 (Tabela 4). Desta forma,
se considerarmos a área total do latão, teremos uma
contaminação de 81 X 1011 UFC de mesófilos/latão e
8,6 X 109 UFC de psicrotróficos/ latão.

Quanto aos tanques de expansão, as contagens de
mesófilos da água residual foram altas nas proprie-
dades onde a higienização é manual (A e C3)  (Tabela
3) e menores na propriedade B onde a higienização é
automatizada (Tabela 4). Nestas três propriedades,
encontrou-se na água residual uma freqüência média
de 17% de psicrotróficos, em relação a contagem de
mesófilos, o que não exclui os tanques de expansão
como fonte de psicrotróficos, uma vez que as contagens
encontradas foram bastante altas. Na propriedade C1,
onde não havia volume de água residual suficiente para
colheita de amostras, os swabs da lateral deste equipa-
mento mostraram elevadas contagens de mesófilos,
quando comparadas com os swabs realizados nos
outros tanques de expansão (Tabela 4). A freqüência
de psicrotróficos neste equipamento foi de 44,63% em
relação a contagem de mesófilos, valores maiores que
os encontrados na água residual. Esta alta contamina-
ção do tanque de expansão da propriedade C1, pode
ser atribuída ao fato de a higienização com sanitizante
e esponja ser realizada apenas a cada quinze dias
(Tabela 2).

Os balões individuais e coletivos, não foram grandes
fontes de microrganismos mesófilos ou psicrotróficos
exceto na propriedade C3 (microusina), onde encontrou-
se um volume maior de água residual e maiores
contagens no balão coletivo (Tabela 4).

A água residual dos equipamentos da sala de pas-
teurização da propriedade de leite tipo A, também foi
fonte de microrganismos mesófilos e psicrotróficos, inclu-
sive para o leite pasteurizado (Tabela 3). Na propriedade
C3, as contagens obtidas nos equipamentos foram
menores do que na propriedade produtora de leite tipo
A (Tabela 3), no entanto, a clarificadora mostrou-se
como um ponto importante de contaminação, apresen-
tando contagens de mesófilos de 9,2 x 105 UFC/cm2 e
uma freqüência de 227% de psicrotróficos em relação
a contagem de mesófilos (Tabela 3).

Analisando-se as duas propriedades que pasteurizam
leite (Tabela 1), observou-se duas situações distintas.
A propriedade de leite tipo A, apesar de contar com
sala de ordenha, utilizar algumas boas práticas como
o pré- dipping e ter todo o leite canalizado (Tabelas 1 e
2), obteve um produto final pasteurizado com contagens
médias de 7,4 x 103 UFC mesófilos/ml e 3,5 x 102 UFC
psicrotróficos/ml de leite, superiores às encontradas
na microusina de leite tipo C (C3), onde as contagens
de mesófilos e psicrotróficos foram em média 728 UFC/
ml e 12 UFC/mL, respectivamente (Tabela 3). Em ambas
as propriedades as pesquisas de fosfatase e peroxidase
revelaram resultados negativos e positivos respectiva-
mente, indicando um processo de pasteurização nos
parâmetros corretos de tempo e temperatura. No entanto,
na propriedade de leite tipo A, a eficiência na pasteuriza-
ção foi menor, em torno de 95%, apresentando também
uma maior recontaminação pós-pasteurização por
equipamentos higienizados inadequadamente. A partir
deste trabalho, com a detecção dos pontos de contami-
nação, os problemas foram resolvidos e as contagens
retomaram aos padrões legais.

Os resultados das análises físico-químicas das
amostras de leite pasteurizado estavam dentro dos
padrões determinados pela legislação.

As amostras de água das propriedades A, B e C1,
provenientes dos pontos de utilização na sala de ordenha,
não apresentaram contagem de coliformes, sendo
próprias para utilização na higienização dos tetos,
equipamentos e utensílios.  Na propriedade C3, a água
não clorada utilizada na higienização dos animais e de
utensílios de ordenha apresentou contagens médias de
370 coliformes totais/100 mL. Na propriedade C2, que
também não utiliza a cloração, a água apresentou
contagens médias de 820 coliformes totais/100 mL.
Nestas duas propriedades, a água mostrou ser fonte
de contaminação de tetos, de utensílios de ordenha e
conseqüentemente do leite produzido. Segundo Thomas
(1966), a água contaminada com microrganismos psi-
crotróficos, utilizada na higienização de utensílios e equi-
pamentos de ordenha, pode ser a principal responsável
pelo comprometimento da qualidade do leite refrigerado.

Para determinar a importância das mangueiras de
coleta de leite a granel como fonte de microrganismos,
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ordenha utilizado nas propriedades, mas sim, das boas
práticas aplicadas em todo o processo de produção
leiteira.

Os microrganismos indicadores ideais para avalia-
ção da qualidade microbiológica de leite refrigerado são
os psicrotróficos. A utilização da contagem de mesófilos
quando não há boas prática implantadas, pode subestimar
o número real de microrganismos presentes no leite.
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