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RESUMO 
O objetivo deste trabalho foi verificar a qualidade microbiológica de amostras de leite 

cru de tanques refrigerados recebidos por uma Cooperativa localizada no Estado de 

Minas Gerais. Amostras de quatro tanques de refrigeração coletivos e quatro tanques de 

refrigeração individuais foram coletadas e analisadas para a presença de bactérias 

psicrotróficas. Coletaram-se duas amostras de cada um dos tanques, sendo as mesmas 

em seguida plaqueadas em duplicata em Ágar Padrão para Contagem (PCA) utilizando-

se a metodologia de pour plate. Após dez dias de incubação a 7ºC as placas foram 

analisadas. Na análise dos tanques comunitários as contagens variaram de 103 a 105 

Unidades Formadoras de Colônias (UFC) mL-1, enquanto que para os tanques 

individuais a variação foi de 101 a 104 UFC mL-1. Embora alguns estudos demonstrem 

que as contagens acima de 106 UFC mL-1 é que podem interferir com a qualidade do 

leite e derivados, um monitoramento contínuo de boas práticas para prevenir a 

contaminação e multiplicação microbiana no leite deve ser implementado a fim de 

garantir a produção de leite de maior qualidade e evitar perdas para os produtores. 

Termos de indexação: refrigeração; Instrução Normativa 62; qualidade microbiológica; 

temperatura. 

  

ABSTRACT 

The objective of this work involved to monitoring microbiological quality of raw milk 

samples from refrigerated tanks received at a Minas Gerais state`s cooperative. Milk 

samples were collected from four collective and four individuals refrigerated containers 

and psychrotrophic bacteria were enumerated. Two samples of each tank were collected 

and pour plated in duplicate using Plate Count Agar (PCA). After 10 days of incubation 

at 7oC the plates were counted. Psychrotrophic bacterial numbers varied from 103 to 105 

colony forming units (CFU) mL-1 and from 101 to 104 CFU mL-1 for collectives and 

individuals tanks, respectively. Although some studies demonstrated that more than 106 

CFU mL-1 are need to altering the quality of milk and milk products, it is suggested a 

continuous monitoring of good manufacturing practices in order to prevent the 

psychrotrophic bacterial contamination and multiplication in milk, therefore, to 
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guarantee the microbiological quality of milk and to avoid significant farmers´ 

economic losses. 

Index therms: refrigeration; Normative Instruction 62; microbiology quality; 

temperature. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A Instrução Normativa 62/2011 do Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento, estabelece a refrigeração do leite a 4 °C e seu armazenamento na 

propriedade rural por um período máximo de 48 horas. Essa exigência visa à 

diminuição da multiplicação de micro-organismos mesófilos. No entanto, as bactérias 

psicrotróficas, caracterizadas pela capacidade de desenvolver-se à temperaturas de 

refrigeração podem estar presentes e serem as responsáveis pela deterioração do leite 

cru refrigerado e de seus derivados (ARCURI et al., 2008; BRASIL, 2011) 

A granelização, embora tenha possibilitado a melhoria da qualidade do leite 

recebido pela indústria, pela diminuição da multiplicação de micro-organismos 

mesófilos, os quais aumentam a acidez do leite, prejudicando seu beneficiamento, a 

estocagem do leite a temperaturas de refrigeração tem substituído a microbiota de 

bactérias deteriorantes mesofílicas por uma microbiota de bactérias psicrotróficas, já 

que esta temperatura não é capaz de controlar o desenvolvimento desses micro-

organismos (ALMEIDA, 1999; SANTANA et al., 2001; SANTOS e FONSECA, 2001; 

ARCURI, 2003). 

Os psicrotróficos são micro-organismos capazes de se multiplicarem a baixas 

temperaturas (< 7°C), embora sua temperatura ótima de crescimento seja maior. Não 

constituem um grupo taxonômico específico, pois estão distribuídos em 

aproximadamente 15 gêneros distintos. São encontrados no leite em decorrência de 

falhas nos procedimentos de limpeza e sanitização durante a produção e são na maioria 

bactérias Gram negativas dos gêneros Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas, 

Alcaligenes, embora algumas Gram positivas como as pertencentes aos gêneros 

Micrococcus, Bacillus, Lactobacillus e Arthrobacter também façam parte desse grupo 

(THOMAS e THOMAS, 1973; COUSIN, 1982; SUHREN, 1989; BRITO et al., 2000; 

SANTOS e FONSECA, 2001; HANTSIS-ZACHAROV e HALPERN, 2007; ARCURI et 

al., 2008). Segundo Stulova et al. (2010), 50% das bactérias psicrotróficas presentes em 
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leite cru refrigerado pertencem ao gênero Pseudomonas, sendo Pseudomonas 

fluorescens  a espécie predominante. 

Embora represente menos de 10% da microbiota inicial, em condições 

adequadas de higiene, a população de psicrotróficos pode alcançar níveis elevados com 

uma condição higiênica precária e/ou com um elevado número de células somáticas. Por 

esta razão, a contagem de psicrotróficos em leite cru pode atingir mais de 90% da 

população bacteriana total (SAMARŽIJA et al., 2012; GARGOURI et al., 2013). 

Além da capacidade de desenvolver-se às temperaturas de refrigeração, bactérias 

psicrotróficas possuem habilidade de produzir enzimas hidrolíticas termorresistentes, as 

quais retêm de 30 a 100% de sua atividade enzimática após tratamento térmico de 

pasteurização e de Ultra Alta Temperatura (UAT) (COUSIN, 1982; SORHAUG e 

STEPANIAK, 1997; NORNBERG et al., 2009; SAMARŽIJA et al., 2012). 

As enzimas termorresistentes, principalmente lipases e proteases, são a grande 

preocupação, pois reduzem rendimento de fabricação de queijos, limitam a vida de 

prateleira, alteram sabores, odores e aparência. As proteases possuem atividade 

hidrolítica em várias frações de caseína, sendo a caseína facilmente degradada, devido 

sua estrutura não helicoidal. A k-caseina localizada na superfície da micela de caseína 

quando hidrolisada causa desestabilização da micela, podendo levar a coagulação e 

alterações nas características organolépticas do leite. Já as lipases, podem hidrolisar os 

fosfolipídios presentes na camada dos glóbulos de gordura, havendo a formação de 

ácidos graxos livres, mono e diglicerídios, resultando em altos níveis de acido butírico e 

capróico, causando o sabor de ranço no leite e seus derivados. Além disso, estima-se perda 

de aproximadamente 10% de proteína e gordura do leite pela presença de psicrotrófico (BRITO 

et al., 2000; HANTSIS-ZACHAROV e HALPERN, 2007).   

Com isso, torna-se imprescindível assegurar a adoção de boas práticas de 

produção para limitar a contaminação (CHAMPAGNE et al., 2000; BRITO e 

PORTUGAL, 2003; MIGUEL et al., 2007). Desse modo, os micro-organismos 

indicadores ideais para avaliação da qualidade microbiológica de leite refrigerado são os 

psicrotróficos, já que a contagem de mesófilos quando não há boas prática implantadas, 

pode subestimar o número real de micro-organismos presentes no leite (SANTANA et 

al., 2001; ARCURI et al., 2008). 
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O objetivo desse trabalho foi de quantificar bactérias psicrotróficas de leite cru 

refrigerado em tanques de refrigeração coletivos e tanques de refrigeração individuais. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

  

 Amostras de leite cru foram coletadas de quatro tanques individuais (A, B, C e 

D) e quatro tanques coletivos (E, F, G e H) em propriedades de Associados da indústria 

de laticínio - Cooperativa Agropecuária de São João Nepomuceno no município de São 

João Nepomuceno, MG. Após agitação do leite no tanque coletaram-se cerca de 500 mL 

de leite utilizando-se coletor de aço inoxidável e frascos estéreis. Em seguida as 

amostras foram transportadas em caixas isotérmicas a uma temperatura média de 5 ºC 

para o Laboratório de Microbiologia da Universidade Presidente Antônio Carlos, 

Campus VI e imediatamente analisadas. Para todos os tanques as amostras foram 

coletadas em duplicata. 

 A contagem foi realizada após as amostras serem submetidas a diluições seriadas 

até 10-4 em água peptonada estéril (0,1%). De cada diluição retirou-se uma alíquota de 

0,1 mL plaqueando-a, por meio da técnica de pour plate em placas contendo meio de 

cultura Ágar Padrão para Contagem (PCA). As análises foram feitas em duplicata, 

seguindo sua incubação à 7°C por 10 dias. Os resultados foram expressos em UFC mL-

1, considerando as diluições com número de colônias entre 25 e 250 (SILVA et al., 

2007). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As contagens de bactérias psicrotróficas foram diferentes para os dois grupos de 

tanques comunitários, sendo esses classificados de acordo com o número de bactérias 

psicrotróficas em tanques com baixa contaminação (<50.000 UFC mL-1) ou tanques 

com alta contaminação (>50.000 UFC mL-1), de acordo com Molineri et al. (2012).  

Enquanto a média de cada um dos tanques individuais não atingiu 50.000 (5,0 X 

104) UFC mL-1, classificando-os como de baixa contaminação, para dois dos tanques 
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comunitários observaram-se contagens acima de 5,0X105 UFC mL-1, sendo esses 

considerados de elevada contaminação (Figuras 1 e 2). 

 

Figura 1 – Contagem de bactérias psicrotróficas em leite cru refrigerado em tanques de 

expansão individuais. 

 

Figura 2 - Contagem de bactérias psicrotróficas em leite cru refrigerado em tanques de 

expansão comunitários. 

De acordo com Hantsis-Zacharov e Halpern (2007) e Gaucher et al. (2008), o 

limite máximo de psicrotróficos no leite cru que não interferiria na sua qualidade seria 

de até 106 UFC mL-1, enquanto para Cempíırkova e Mikulová (2009) o limite 
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considerado como de segurança o de 5,0 X 105 UFC mL-1. Embora não haja na 

legislação brasileira limites para a presença desse grupo microbiano no leite, estudos 

têm demonstrado que as proteases termoestáveis produzidas mesmo por baixo número 

de Pseudomonas fluorescens podem ativar o sistema plasmina no leite e acelerar a 

proteólise em queijos (STULOVA et al., 2010; DE JONGHE et al., 2011). 

No presente trabalho observou-se que as contagens de bactérias psicrotróficas no 

leite de tanques de refrigeração individuais variaram de 4,0X101 UFC mL-1 a 2,1X104 

UFC mL-1, sendo que apenas uma amostra encontrou-se na ordem de 104 UFC mL-1 

(Amostra D). Para os tanques de refrigeração comunitários, a variação foi de 7,2X103 

UFC mL-1 a 8,8X105 UFC mL-1, tendo dois tanques obtendo contagens na ordem de 105 

UFC mL-1. 

Stulova et al. (2010) ao analisarem leite cru refrigerado de tanques comunitários, 

encontraram resultados semelhantes ao do presente estudo, entre 103 a 104 UFC mL-1. 

Por outro lado, Pinto et al. (2006), ao realizarem contagens de psicrotróficos em leite 

cru refrigerado de tanques individuais verificaram contagens na ordem de 107 UFC mL-1 

e de cerca de 106 UFC mL-1 para os tanques coletivos. 

Arcuri et al. (2008) apesar de terem encontrado contagens para os dois tipos de 

tanques (individuais e coletivos), entre 102 e 107 UFC mL-1, observaram que a maioria 

dos tanques individuais apresentaram contagens abaixo de 105 UFC mL-1 (baixa 

contaminação) e que os tanques coletivos apresentaram contagens acima de 105 UFC 

mL-1 (elevada contaminação).
 

Os resultados apresentados pelo presente trabalho e por Arcuri et al. (2008) 

indicam que o leite de tanques de refrigeração comunitários apresentam contagens mais 

elevadas que o leite de tanques individuais, sendo aqueles, normalmente, classificados 

como de elevada contaminação. Ainda, observam-se nesses trabalhos, que o número de 

bactérias psicrotróficas quantificadas variam entre si. 

 Bactérias psicrotróficas são, normalmente, encontradas em água contaminada, 

solo e vegetação. Assim, as variações de contagens encontradas para as diferentes 

propriedades, assim como para os dois grupos de tanque, podem estar relacionadas às 

condições de ordenha, de manejo, de higiene e de armazenamento do leite cru de cada 

propriedade, havendo nos tanques de expansão comunitários um somatório das falhas 
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individuais, comprometendo a qualidade final do produto (BUENO et al., 2004; 

MARTINS et al., 2008, ARCURI et al., 2008; MOLINERI et al., 2012). 

O armazenamento do leite cru sob refrigeração, possibilita a redução de custos 

operacionais de produção e evita perdas dessa matéria-prima pela atividade acidificante 

de bactérias mesofílicas. Entretanto, as temperaturas baixas e o armazenamento por 

períodos prolongados podem resultar em queda de qualidade dos produtos lácteos e 

redução significativa na vida de prateleira dos derivados lácteos, especialmente quando 

as contagens iniciais são elevadas (COUSIN e BRAMLEY, 1981; SANTOS e 

BERGMAN, 2003; MARTINS et al., 2005; CORRÊA et al., 2011; IZIDORO et al., 

2013)). 

A baixa contagem de psicrotróficos no leite é de fundamental importância para 

sua qualidade, visto que a produção de enzimas termorresistentes, como proteases e 

lipases, e a atividade metabólica desses micro-organismos e das enzimas levam a 

alterações bioquímicas nos constituintes do leite (NADER FILHO et al., 1982; AMIOT, 

1991; HAYES, 1993; GERMANO e GERMANO, 2001).  

 

4. CONCLUSÃO 

 

O leite cru refrigerado em tanques de expansão individuais apresentaram 

contagens de psicrotróficos menores que em tanques de expansão comunitários e, 

variaram entre si. Essas variações de contagens entre as amostras podem esta 

relacionadas às condições de ordenha e armazenamento do leite cru de cada 

propriedade, havendo nos tanques de expansão comunitários um somatório das falhas 

individuais. Contagens elevadas de psicrotróficos podem interferir diretamente na 

qualidade do leite e dos produtos finais, devendo haver um controle rigoroso da limpeza 

e higienização dos tetos dos animais, pessoal, ambiente, equipamentos e utensílios, afim 

de reduzir a contaminação do leite. 
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