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RESUMO  

  

O leite é um alimento perecível, pois suas propriedades nutricionais são favoráveis ao 

crescimento microbiológico. Aliado a isso, as condições de saúde do bovino leiteiro, 

processo da ordenha, higienização do ambiente, condição e controle de refrigeração do leite 

são essenciais para garantir um padrão sanitário apropriado na produção leiteira até sua 

coleta e transporte para o laticínio. Assim, o controle microbiológico do leite antes de seu 

processamento é de grande importância, desde sua manipulação em propriedades produtoras, 

colheita, transporte até sua chegada e estocagem em área industrial. O leite in natura pode 

ser estocado por até 48 horas antes de seu processamento, sendo isso regulamentado pela 

Instrução Normativa 77 (2018), sob condição de que a contagem bacteriana total (CBT) do 

leite ainda na propriedade rural esteja em até 300.000 UFC/mL ou que em laticínios a CBT 

do que for estocado não ultrapassem as 900.000 UFC/mL. Assim, hipotetizou-se nesse 

estudo que leites estocados nos frigoríficos por até 48h possuem diferentes comportamentos 

na comunidade microbiológica, a depender da qualidade inicial do leite vindo de 

propriedades rurais, sendo que pode haver mudanças nas contagens microbianas sem haver 

modificações nos parâmetros físico-químicos no leite, o que geraria a falsa impressão de boa 

qualidade sanitária lática. Assim, avaliou-se a qualidade do leite in natura produzido em 

Pato Branco-PR frente às metodologias físico-químicas e microbiológicas em função do 

tempo de armazenamento do leite sob refrigeração, considerando leites de diferentes 

condições microbiológicas (com e sem histórico de alta concentração microbiológica), 

avaliados por até 48 horas com análises a cada 12 horas. Avaliou-se parâmetros de 

temperatura, CBT, acidez, pH e tempo de redutase do leite. Os resultados mostraram que a 

CBT foi modificada desde o momento da chegada do leite no laticínio até às 48 horas de 

estocagem em tanque de armazenamento, porém sem alterações de parâmetros físico-

químicos. Os resultados apontam para a necessidade de mensurar a contagem microbiana 

em função do tempo de estocagem e não apenas no campo de colheita do leite ou na sua 

chegada no laticínio, melhorando assim  qualidade e segurança sanitárias do próprio leite e 

seus derivados.   

Palavras-chave: Leite in natura; Armazenamento; Microbiologia aplicada.  
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ABSTRACT  

Milk is a perishable food, as its nutritional properties are favorable to microbiological 

growth. Allied to this, the health conditions of dairy cattle, the milking process, 

environmental hygiene, condition and control of milk refrigeration are essential for the 

protection of adequate sanitation in the production of dairy until its collection and transport 

to the dairy. Thus, the microbiological control before its processing is of great importance, 

from its handling in milkproducing properties, harvesting, transporting to its arrival and 

storage in an industrial area. Fresh milk can be stored for up to 48 hours before processing, 

and this is regulated by Normative Instruction 77 (2018), under the condition that the total 

bacterial count (CBT) of the milk still on the rural property is up to 300,000 UFC / mL or 

that in dairy products the CBT than in storage does not exceed 900,000 UFC / mL. Thus, it 

was hypothesized in this study that milks stored in slaughterhouses for up to 48 hours have 

different behavior in the microbiological community, depending on the initial quality of the 

milk coming from rural properties, and there may be changes in microbial counts without 

changes in physical-chemical parameters in milk, which would generate the false impression 

of good lactic sanitary quality. Thus, the quality of fresh milk produced in Pato Branco-PR 

was evaluated against physical-chemical and microbiological methodologies as a function 

of milk storage time under refrigeration, considering milks of different microbiological 

conditions (with and without a history of high concentration microbiological), elaborated for 

up to 48 h with analyzes every 12 h. Parameters of temperature, CBT, acidity, pH and milk 

reductase time were recorded. The results induced that a CBT was modified from the 

moment the milk arrived in the dairy until 48 h of storage in a storage tank, but without 

changes in physical-chemical parameters. The results point to the need to measure the 

microbial count as a function of storage time and not just in the milk harvest field or on its 

arrival at the dairy, thus improving the quality and sanitary safety of the milk itself and its 

derivatives.  

Keywords: Fresh milk; Storage; Applied microbiology.  
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1  INTRODUÇÃO  

  

A implementação da estocagem de leite in natura iniciou no Brasil na década de 

90, em 2002 foi regulamentado pelo órgão Ministério da Agricultura e Abastecimento 

(MAPA). Trata-se da estocagem adequada do leite cru refrigerado, que pode acarretar muitas 

perdas econômicas devido a atividade acidificante de bactérias mesofílicas (BRASIL, 2002).  

O leite é um alimento perecível, pois possui propriedades favoráveis ao crescimento 

microbiológico, rico em fontes de proteínas, lipídios, carboidratos, vitaminas e sais minerais, 

com aproximadamente 87,6% água, 12,4% de sólidos totais, 3,28% de proteína, 3,61% de 

gordura e 4,52% de lactose (NORO, 2006).  

As condições que geram contaminação de microrganismo no fluido são geralmente 

a saúde do animal, a forma do processo da ordenha, a higienização do ambiente, resfriador, 

instrumento de ordenha, das glândulas mamárias do animal, a temperatura do 

armazenamento, pois a qualidade do leite inicia na propriedade, após o leite ser extraído do 

animal, e for contaminado não é possível realizar melhoria na qualidade, apenas mantê-la. O 

principal objetivo da refrigeração do leite é controlar o crescimento dos microrganismos 

mesófilos, pois a multiplicação de tais microrganismos geram a fermentação da lactose, 

liberando o ácido lático, acidificando o leite. Com uma refrigeração prolongada possuindo 

mais de 48 horas, ocorre o crescimento de bactérias psicotróficas, as quais possuem 

capacidade de desenvolverem com o produto sob refrigeração (GUERREIRO, 2005).  

A qualidade do leite pode ser avaliada por meio da contagem padrão em placas de 

crescimento microbiano (mesófilos totais), bem como inferida pelo teste da redutase, por 

meio da redução do azul de metileno (TRAM).   

  

1.1  CONTAGEM BACTERIANA TOTAL    

  

A contagem bacteriana total (CBT) do leite in natura visa avaliar a qualidade 

microbiológica, verificando as condições de higiene no processo de obtenção do produto 

(Hill et al., 2011). A Contagem Bacteriana Total alta impacta na qualidade dos produtos que 

irá chegar a mesa do consumidor, possui importância econômica para a cadeia agroindustrial 

(SANTOS e FONSECA, 2001).  
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As bactérias são as principais contaminantes do leite, entre os agentes 

contaminadores possui com carga reduzida vírus e fungos, porém dependendo do processo 

em indústria tem sua devida importância. Ao analisar o conjunto dos microrganismos que 

estão constituindo contagem bacteriana total, observa-se que eles podem ser divididos em 

grupos distintos:  

Microorganismos psicrotróficos; microorganismos termodúricos; coliformes (BRITO, 

2010).  

  Segundo a Instrução Normativa nº 76, de 26 de Novembro de 2018, nas propriedades 

rurais o leite cru deve apresentar médias geométricas trimestrais de Contagem de Bactéria 

Totais - CBT e Contagem Padrão em Placa - CPP inferiores a 300 mil UFC/mL e de 

Contagem de Células Somáticas - CCS abaixo de 500 mil CS/mL. Já nos estocadores o leite 

cru refrigerado antes de ser processado, deve apresentar limite máximo para Contagem 

Padrão em Placas de até 900 mil UFC/mL (novecentas mil unidades formadoras de colônia 

por mililitro). Cabe ressaltar que o método de contagem recomendado pela IN 77 leva em 

consideração o Método citometria em fluxo com conversão para a contagem padrão em 

placas ancoradas ao método de referência ISO 4833-1 segundo norma ISO 21187 / IDF 196.  

    

1.2     TESTE DE REDUTASE   

  

O teste de redutase tem como objetivo de estimar a atividade metabólica de 

bactérias presente no leite fresco, sendo um método simples e rápido, caracterizado pelo 

tempo de descoloração do azul de metileno (indicador) em função da atividade de 

oxirredução bacteriana. Portanto, quanto menor o tempo da redutase, maior é a quantidade 

de bactérias presentes no leite. Outros métodos analíticos para avaliação da carga microbiana 

do leite, não apresentam resultado quantitativo e sim presuntivo, ou seja, qualitativo. Como 

por exemplo, pode-se citar o teste de redutase com azul de metileno que corresponde a uma 

análise utilizada nos laticínios. Esse método analítico apesar de não indicar a quantidade de 

microrganismos permite que se faça uma estimativa da qualidade do leite (SANTOS e 

BARREIRO, 2010).  Envolve apenas a utilização do azul de metileno e não demanda a 

utilização de equipamentos sofisticados, sendo por isso, considerado um método simples e 
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mais baixo custo cuja interpretação dos resultados é de fácil compreensão (SANTOS e 

VIEIRA, 2020).   

Na Instrução Normativa 51 do Ministério da Agricultura (2002), estabelece que o 

tempo mínimo para redutase seja de 90 minutos, a normativa citada foi substituída por nova 

legislação IN 62 em que não cita a análise de redutase, que é utilizado como provas de 

qualidade do leite, tanto quanto a contagem padrão em placas (BRASIL, 2002).   
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2  OBJETIVOS  

  

2.1   OBJETIVO GERAL  

  

Analisar a qualidade do leite in natura produzido em 6 propriedades do municipio 

de Pato Branco-PR frente à metodologias físico-químicas e microbiológicas em função do 

tempo de armazenamento do produto (até 48h), considerando leites de diferentes condições 

microbiológicas (alta, mediana e baixa contagem bacteriana).   

  

  

2.2   OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

  

● Selecionar leite in natura provenientes de produtores em que se 

possuía variados históricos microbiológicos em teste de 

Contagem Bacteriana Total (CBT);  

● Avaliar temperatura, CBT, acidez, pH e tempo de redutase em 

função de tempo de estocagem do leite por até 48h;  

● Comparar resultados de qualidade microbiológica vs parâmetros 

físico-químicos em função do tempo de estocagem a cada 12 h, 

durante 48 h de armazenamento.  
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3  REFERENCIAL TEÓRICO  

  

O Brasil apresenta grande potencial no consumo e na produção de lácteos, 

possuindo grande crescimento na produção e também no mercado externo. Segundo Moraes 

(2005), mesmo com muita tecnologia, tratando-se de laticínios que possuem produtos in 

natura ocorre a desvalorização da matéria-prima, tratando-se de um alimento perecível, 

sendo inapropriado para o consumo humano. Segundo dados do Instituto Brasileiro 

Geografia e Estatística - IBGE, o Brasil é classificado o quarto maior produtor mundial de 

leite de vaca, com produção em 2015 de 35 bilhões de litros de leite, sendo as vacas 

ordenhadas um total de 21,75 milhões.  

Cada ano possui mais exigências perante a qualidade e eficiência na produção 

leiteira, com isso os produtores necessitam realizar investimentos visando  um produto com 

mais segurança para os consumidores (TRAVASSOS et  al., 2016).  

           O leite é um produto de origem no úbere das vacas leiteiras sadias, extraído através 

da ordenha, com condições de higiene (BRASIL, 2002). Este produto deve possuir os 

parâmetros exigidos pelas legislações brasileiras da qualidade do fluido, composição 

química (sólidos totais, gordura, proteína, lactose e minerais), microbiológica (contagem 

total de bactérias) e sensoriais (sabor, odor, aparência), estas composições físico-químicas 

está relacionadas com o animal, os fatores da fisiologia, raça, nutrição e estações do ano 

(ZANELA, 2006).  

A diversos fatores que influenciam na qualidade do leite cru, destacam-se a 

zootécnicos, alimentação, ao manejo, a saúde da glândula mamária e potencial genético dos 

rebanhos,  além da forma de manejo do produto após a ordenha (GUERREIRO, 2005).  

  

3.1  LEITE  

  

O leite é um composto rico em proteínas, gorduras, carboidratos, sais minerais e 

vitaminas, por isso, é considerado o mais nobre dos alimentos (MÜLLER, 2002). É um 

produto elaborado em larga escala mundial, tendo uma importância na formação de 

empregos e renda de agricultores, especialmente aqueles que produzem em baixa escala. 
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Sendo assim, toda a cadeia produtiva do leite tem uma importância considerável no 

agronegócio nacional (TRAVASSOS et al., 2016).  

Existem vários fatores que alteram a composição do leite, como alimentação, raça, 

época do ano, genética, saúde da glândula mamária entre outros (SIMILI e LIMA, 2007). A 

gordura é considerada o elemento que mais varia no leite, podendo oscilar de 1,5% a 7,0% 

sendo que a média é em torno de 3,5% (SIMILI e LIMA, 2007).  

A gordura ou fração lipídica do leite possui uma constituição complexa, serve como 

fonte de energia e possui um alto valor de vitaminas A e D, por isso é importante no 

crescimento e desenvolvimento de mamíferos jovens. Elem disso, possui altas concentrações 

de ácidos graxos de cadeia curta, os quais são voláteis e por esse motivo conferem o sabor e 

o aroma dos produtos lácteos, principalmente da manteiga e dos queijos (SIMILI e LIMA, 

2007).  

O extrato seco total transforma o leite em coprodutos e leite fluido, em que para 

realização de outro produto depende da qualidade da matéria prima. O leite é um produto 

oriundo da secreção das glândulas mamárias sendo um fluido viscoso que é constituído de 

uma fase líquida com partículas em suspensão. Possui composição aproximadamente de 

87,3% água  e  12,7% constitui todos os componentes do leite exceto a água, o extrato seco 

desengordurado possui todos os elementos do leite, menos a água e a gordura, em que 

distribui-se as proteínas totais, 3,3% a 3,5%; gordura, 3,5% a 3,8%; lactose, 4,9%; 

constituído também por minerais, 0,7%, e vitaminas. As proteínas do leite fornecem 

micronutrientes entre eles o cálcio e fósforo, os aminoácidos (SGARBIERI, 2005).  

A composição do leite pode ser diversificada conforme o estágio de lactação do 

animal, alguns fatores também interferem nas propriedades do fluido são a: raça das vacas, 

alimentação temperatura ambiente manejo e intervalo entre as ordenhas, produção de leite e 

infecção da glândula mamária (SIMILI e LIMA, 2007).  

  

3.2  REFRIGERAÇÃO    

  

A refrigeração dos alimentos é de extrema importância para conservação, reduzindo 

a velocidade do crescimento de microrganismos (TOLEDO, 1991). A refrigeração evita a 
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multiplicação de muitos microrganismos, porém alguns se multiplicam bem em alimentos 

refrigerados como psicrófilos e psicotróficos, sendo agentes de deterioração de leite, carnes, 

pescado, ovos e frangos (FRANCO e LANDGRAF, 2002).   

A multiplicação das bactérias pode ser evitada com a refrigeração do leite após a 

ordenha visando manter a qualidade do leite cru e seus derivados, porém para ser eficiente 

esse resfriamento, é de extrema importância manter a higiene adequada durante todas as 

etapas do processo da ordenha (SANTOS; PIRES; SANTOS, 2013). A recomendação para 

melhor eficiência no processo de resfriamento do leite, é que seja resfriado a 4ºC logo após 

a ordenha.   A temperatura máxima de resfriamento do leite nas propriedades rurais é de 7°C 

(BRASIL, 2003).  Para conservação do leite nas indústrias, a contaminação inicial deve ser 

controlada mesmo a indústria seguindo todos os controles de temperatura perante as 

legislações, sendo que esse controle inicial começa nas propriedades rurais, quando realizado 

adequadamente garante a qualidade do produto (MARTINS, ARAUJO, et.al, 2003).  

Conforme a instrução normativa nº 62, de 29 de dezembro de 2011, estabelece que o tempo 

entre a ordenha do leite e o processamento seja no período de 48 horas, sendo o recomendado 

para manter a segurança do alimento este processamento entre 24 horas.   

Manter a matéria prima estocada por um longo tempo afeta a qualidade do leite e 

derivados, proporcionando o desenvolvimento dos microrganismos psicotróficos 

(NORBERNG, FRIEDRICH, et.al, 2010). Além disso, ocorre a desnaturação do complexo 

das caseínas, com redução na dimensão das micelas e solubilização do cálcio, que podem 

gerar desestabilização na coagulação do leite tornando inadequado o processo. Já na fase 

lipídica está estocagem longa gera, via cristalização dos triglicerídeos, rompimento da  

membrana dos glóbulos de gordura, levando a anulação da estabilidade da emulsão e a 

aglomeração, com isso gera ação lipase naturais e alteração na análise sensorial do leite, 

devido a formação de espessa camada de creme ou de grumos de gordura no leite 

(LOURENÇO, 1998).  

  

3.3      MICRORGANISMOS PRESENTES NO LEITE  

 

  O leite é um alimento ideal para o desenvolvimento de vários microrganismos, entre eles 

bactérias, leveduras, fungos e vírus, que podem afetar a qualidade do leite, acarretar 
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alterações nas características do fluido com contaminações, tornando inapropriado para o 

consumo humano ou para qualquer processamento.   

A ausência de resfriamento associado a falha na higiene das ordenhas, ocorre o 

desenvolvimento das bactérias mesófilas, como lactobacillus, streptococcus, lactococcus e 

enterobactérias, possuem habilidade de desenvolver fermentar a lactose, o açúcar do leite, 

com isso ocorre a produção de ácido lático, causando a acidificação do leite, com esse 

processo promove  a coagulação da caseína, separando o leite em coágulo e soro. Para evitar 

a proliferação destas bactérias, basta realizar o processo de ordenha em condições de higiene 

adequada, cuidar da saúde do animal e resfriar o leite logo após o término do processo 

(SANTOS, 2000).    

O grupo destas bactérias se desenvolve principalmente em temperaturas baixas (< 

7 °C), são resistentes ao processo de pasteurização, devido a produção de enzimas. A 

pasteurização possui função de eliminar as bactérias psicotróficas, porém a pasteurização 

não elimina as enzimas desenvolvidas durante o crescimento microbiológico, por tanto estas 

continuam a agir, sendo responsáveis pela degradação de proteínas e gordura do leite. As 

bactérias psicotróficas são as mais críticas no controle de qualidade do leite (SANTOS, 

2000).   

  

3.4      ANÁLISE DE REDUTASE NO LEITE   

  

  O teste de redutase é utilizado para estimar aproximadamente a quantidade de bactérias 

presente no leite cru. O leite cru é incubado a uma temperatura de 37oC, com uma substância 

indicadora do potencial de óxido-redução, como azul de metileno, é um corante que altera a 

coloração com o crescimento das bactérias, o crescimento das mesmas é  inversamente 

proporcional ao tempo de redutase, ou seja, quanto maior o número de  bactérias presentes 

no fluido, mais rapidamente ocorrerá a redução da substância indicadora, voltando a 

coloração branca. Sendo este resultado dado em tempo e não em número de bactérias, a 

qualidade do leite pode ser observada conforme a quadro 1 (TRONCO, 2013).  

  

Quadro 1: Relação do tempo x classe do leite.   
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Tempo em horas   Classe   

5 ou mais   Leite de qualidade ótima   

3 horas ou mais   Leite bom (qualidade satisfatória)   

Entre 1 e 3 horas   Leite ligeiramente contaminado   

1 a 2 horas   Leite bastante contaminado   

Menos de 1 hora   Leite altamente contaminado   

FONTE: Adaptado de TRONCO, 2013.  

  

3.5  ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS DO LEITE   

O leite possui valor nutricional elevado, contendo  vitaminas, sais minerais, 

gorduras, proteínas, carboidratos e água, tornando este alimento um meio para o crescimento 

dos microrganismos. Inicia-se a contaminação na sala de ordenha, em que possui 

microrganismos nos tetos das vacas, pela forma que esse leite for manipulado, higiene de 

superfícies, armazenamento, transporte e distribuição. No Brasil, de modo geral, o leite é 

obtido sob condições higiênico-sanitárias deficientes, e em consequência, apresenta elevados 

números de microrganismos, o que constitui um risco à saúde da população, principalmente 

quando consumido sem tratamento térmico (CATÃO; CEBALLOS, 2001). Para Silva 

(2008), este controle é fundamental, desde a obtenção de leite cru nas propriedades rurais até 

a embalagem do produto final, pois a sua produção de forma higiênica inadequada torna o 

alimento um veículo de transmissão de doenças aos consumidores.   

Para o consumo humano é de extrema importância, o controle microbiológico do 

leite e produtos lácteos, sem este controle o leite e os produtos lácteos tornam-se 

inapropriados, pois a proliferação das bactérias altera as propriedades do produtos, 

determinadas contaminações, refletem em problemas sanitários e diminuição econômicas  

(PADILHA, 2001).   

As bactérias que contaminam o leite podem ser divididas em três grupos principais: 

mesófilas, que se multiplicam bem na faixa de temperatura de 20 a 40°C, termodúricas, que 

sobrevivem à pasteurização e psicrotróficas, que se multiplicam em temperaturas baixas 

(7°C ou menos). (FONSECA e SANTOS, 2000). As bactérias psicrotróficas são 



22  

  

responsáveis por produzir enzimas termoestáveis, que acarretam a coagulação do produto, 

consequentemente gerando cheiro e sabor desagradáveis (ADAMS, 1975).   

  

3.6      BACTÉRIAS MESÓFILAS  

  

As bactérias mesófilas contaminam o leite devido a higienização no manejo da 

ordenha e estocagem, com sua presença ocorre fermentação da lactose  do leite, acidificando 

o leite com a proliferação de  ácido láctico  consequentemente diminuindo a qualidade do 

alimento. Quando ocorre uma acidificação significativa  no leite fluido, consequentemente 

diminui  o pH  chegando  ao ponto isoelétrico da caseína desestabilizando as micelas  

formando grumos tornando o alimento impróprio para o processamento (SPEXOTO, 2003). 

Os microrganismos mesófilos quando encontrado na alta  Contagem de Bactérias Totais 

(CPP), com destaque para os mesófilos aeróbios, influência na acidez com resultando a 

acidez alta devido o ácido láctico liberado, pois deterioram o leite através da fermentação da 

lactose. A temperatura ideal para esses microrganismos é entre 20°C a 40°C, porém podem 

se desenvolver, em temperaturas baixas (RIBEIRO, 2012). O controle das bactérias 

mesófilas pode ser controlado mantendo a matéria-prima refrigeradas com baixas 

temperaturas, sendo que, mesmo com a refrigeração pode ocorrer a proliferação das bactérias 

psicotróficas (SANTOS; PIRES; SANTOS, 2013).  

  

3.7     BACTÉRIAS TERMODÚRICAS   

  

Estes microrganismos são capazes de sobreviver ao tratamento térmico pasteurização 

(63°C por 30 minutos ou 72°C por 15 segundos) e produzem esporos que são formas de 

resistência contra condições adversas, esses esporos são inertes, não se multiplicando e nem 

apresentou atividade metabólica, resistentes ao calor, para inativação necessita cerca de 20 

minutos a 120°C (SANTOS,2010). Os  termodúricos se proliferam em ambientes de manejo 

de ordenha inadequado, entre eles glândulas mamárias sujas de lama, higienização 

desapropriada  de equipamentos ou estocadores (equipamentos danificados também inibem 
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a higienização adequada). Parte das rejeições dos alimentos em prateleiras como leite 

pasteurizado e de produtos lácteos cremosos sucedem pelo desenvolvimento de bactérias 

psicrotróficas termodúricas (BRITO, 2010).   

  

3.8      BACTERIAS PSICROTRÓFICAS  

  

As espécies de bactérias que contaminam o leite são Gram-negativas e Grampositivas, 

estas bactérias possuem proliferação, entre 0 °C e 7 °C, e de crescimento de temperatura 

baixa, de até - 10 °C. A contaminação no alimento ocorre por uso de água inadequada (sem 

cloro) para higienização de utensílios de armazenamento, por higienização dos utensílios e 

mastite (PINTO, 2006). As  bactérias psicotróficas são os principais deterioradores de leite 

cru refrigerado e de seus derivados, elas hidrolisam e proteína a gordura do leite através da 

produção de proteases, lipases e fosfolipases. Grande maioria das bactérias não sobrevive à 

pasteurização, porém possuem enzimas hidrolíticas que ermorresistentes, resistindo até 

mesmo em temperaturas elevadas é o caso do leite UHT, neste caso o leite UHT fica estocado 

para garantir que não possua contaminação antes de ir para as prateleiras no caso de 

contaminação por essa enzima é muito prejudicial para qualidade do produto, além do leite 

UHT tem seus derivados que acabam interferindo na qualidade e rendimentos (ARCURI, 

2004).  Quando o leite cru é refrigerado por um longo tempo, pode equacionar o 

comprometimento da qualidade com a proliferação de bactérias psicotróficas (PINTO et al., 

2006).  

  

3.9      MICRORGANISMOS PATOGÊNICOS  

  

O leite é considerado de qualidade boa quanto possui baixa carga bacteriana, ausência 

de microrganismos patogênicos, a contagem de células somáticas baixas e livre de qualquer 

tipo de substâncias químicas (SANTOS, 2006). O leite contaminado por microrganismos 

https://pt.engormix.com/mbr-9622/maria-aparecida-vasconcelos-paiva-brito


24  

  

pode gerar muitas doenças infecciosas que são transmitidas para o ser humano. Entre os 

microrganismos patogênicos existem dois grupos importantes na contaminação em 

laticínios: os não patogênicos, que devido a acidez ou produção de enzima alteram as 

propriedades do leite, e os patogênicos, que nos alimentos são responsáveis por toxinfecções 

(MORAES, 2005). Os principais causadores de contaminação no leite, podem atingir 

diversas bactérias de milhões por mL, sendo os microrganismos patogênicos como 

deterioradores (BRITO,2001).  

Entre os patogênicos atualmente mais graves estão Salmonella, Escherichia coli, 

Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica e Staphylococcus 

aureus. As bactérias identificadas como agentes patógenos do leite são as Escherichia coli e 

a Listeria monocytogenes. Os surtos de doenças por esses microrganismos são raros porém 

severos (BRITO, 2010). Na indústria de alimentos a contaminação  gerada por esses 

microrganismos possui um elevado perigo para a saúde do consumidor, principalmente se 

tratando de grupos populacionais vulneráveis como, pacientes imunodeprimidos, idosos, 

crianças e gestantes, além de um surto alimentar acarreta prejuízos econômicos (REZER, 

2010).  

Sendo uma preocupação para saúde pública a contaminação de microrganismos 

patogênicos no leite cru, devido ao risco elevado para o consumidor.  O leite in natura 

proveniente desta contaminação pode gerar contaminação cruzada para os demais produtos 

lácteos processados em indústria de alimentos (ARCURI, 2006)  
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4  MATERIAL E MÉTODOS  

  

4.1      AMOSTRAGENS, PROPRIEDADES E CARACTERÍSTICAS DO LEITE  

  

Foram selecionados leites in natura provenientes de propriedades 

leiteiras e que possuíam históricos de positividades em ensaios de CBT. Para 

isso, realizou-se parceria com um laticínio que recebe leite da região do 

município de Pato Branco, Paraná.  O leite foi coletado diretamente do tanque de 

estocagem e 6 unidades produtoras leiteiras (única coleta). Abaixo, segue a 

Tabela 1 com os dados das unidades produtoras e histórico de contaminação 

microbiana.   

  

Tabela 1: Características das amostragens de leite in natura.   

Propriedades  Histórico de CBT – UFC/mL  

(média dos últimos 3 meses)   

Propriedade 1  18.000  

Propriedade 2  11.000  

Propriedade 3  312.000 

Propriedade 4  195.000  

Propriedade 5  824.000  

Propriedade 6  97.000  

  

Um total de 1,5 L de leite de cada propriedade foi coletado e as 

amostras avaliadas em duplicata ao chegar na usina de leite do laticínio 

parceiro na cidade de Pato Branco-PR.    
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Na tabela 2, consta a temperatura inicial de chegada das amostras na usina de 

laticínio e o monitoramento a cada 12 horas.  

  

Tabela 2: Temperatura e tempo de armazenamento do leite avaliado.  

Tempo de armazenamento  Temperatura das amostras  

00:00  8,0 °C  

12:00  6,5 °C  

24:00  6,2 °C  

36:00  6,0 °C  

48:00  6,5 °C  

  

  

4.2      ANÁLISES FÍSICO-QUÍMICAS DURANTE A ESTOCAGEM  

  

As análises físico-químicas foram realizadas nas dependências do 

laticínio parceiro, sendo aferidas: Acidez, pH, temperatura e teste de redutase.   

  

4.2.1     ACIDEZ TITULÁVEL, PH E TEMPERATURA  

  

A determinação da acidez titulável está descrita na Instrução Normativa 

n°68, com o método de Dornic, é expressa em graus Dornic (oD) ou em 

porcentagem (%) de ácido lático, sendo que 1oD ou 0,1g de ácido láctico/L 

(MAPA, 2006) . Já o pH foi avaliado usando pHmetro e a temperatura usando 

termômetro digital do tipo espeto.  

  

4.2.1      REDUTASE  
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O método utilizado para esta análise seguiu a IN 51, 2002. Trata-se de método 

simples, utilizando 1 mL  de azul de metileno e  10mL de leite em um tubo de ensaio. O 

material foi incubado em banho maria à 37°C durante o tempo de mudança de coloração do 

indicador azul de metileno.   

  

4.3      DETERMINAÇÕES DE CONTAGEM BACTERIANA TOTAL (CBT) DO 

LEITE  

   

A análise de CBT foi realizada pelo método de citometria de fluxo, considerando  a 

conversão de células contadas à contagem padrão em placas, como recomenda a IN 77, 

ancorada ao método de referência ISO 4833-1 segundo norma ISO 21187 / IDF 196.  

Resumidamente o leite é adicionado de brometo de etídio, para que o DNA e RNA das 

bactérias sejam corados. Este leite é injetado em capilar e por citometria de se contabiliza o 

número de bactérias. A contagem bacteriana é expressa individual de bactérias (CIB) e 

posteriormente convertida em UFC/mL.   A determinação de CBT das amostras de leite foi 

realizada no laboratório da Associação Paranaense de Criadores de Bovinos da Raça 

Holandesa – APCBRH, situada na cidade de Curitiba – PR. Para isso, 50 mL de leite foram 

coletados às 12, 24, 36 e 48h de estocagem, conforme Tabela 2.  Vale ressaltar que as 

amostras foram coletadas em frascos estéreis fornecidos pela APCBRH, contendo 

conservante azidiol que atua impedindo a deterioração do leite entre a coleta e sua análise 

bacteriana.   
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5 RESULTADOS  

  

O armazenamento da matéria prima teve uma variação de temperatura entre 6 e 

6,5°C, sendo que as mesmas chegaram no laboratório com temperatura inicial de 8°C, em 

função do armazenamento em geladeira. Segundo a IN 77, 2018, a temperatura exigida para 

o resfriamento do leite é de até 4 °C, de acordo com Leite 2006 ou de até 10°C por até 10 

dias.    

Na Tabela 3 apresentam-se as características iniciais em zero h de coleta dos leites  

avaliados.   

     

Tabela 3. Características iniciais dos leites (zero h de armazenamento).   

Amostra/  

Propriedades  

Acidez  

(°Dornic)  

pH  Tempo redutase 

(horas)  

(UFC/mL)  

  

Propriedade 1  

  

14  

  

6,79  

  

6:35  

  

20.000  

Propriedade 2  14  6,82  7:30  13.000  

Propriedade 3  14  6,80  7:25  275.000  

Propriedade 4  14  6,80  7:50  148.000  

Propriedade 5*  14  6,82  7:30  1.012.000  

Propriedade 6  15  6,78  7:50  94.000  

  
*contagem microbiana elevada.         

   

Na tabela 3, como análise inicial observa-se que todas as análises atendiam os 

parâmetros da legislação IN 76/2018, exceto a CBT da propriedade 5, já que o limite é de 

300.000 UFC/mL e tal propriedade apresentou 1.012.000.  

Na tabela 4, após 12 horas de armazenamento é possível observar que a propriedade 

5 aumentou a contagem da CBT e consequentemente diminuiu os demais parâmetros 
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físicoquímicos, porém os mesmos se mantiveram dentro dos padrões recomendados pelas  

legislações. Já às 12 h de estocagem a propriedade 3 apresentou também teve a CBT acima 

de 300.000 UFC/mL. Essa contagem microbiana diz respeito a microrganismos totais, 

bactérias, leveduras e fungos, estando os leites vindos das propriedades 3 e 5 inconformes 

com a IN 76/2018.   

  

Tabela 4. Características iniciais dos leites (12 h de armazenamento).   

Amostra/  

Propriedades  

Acidez  

(°Dornic)  

pH  Tempo  da  

redutase (horas)  

UFC/mL  

Propriedade 1  14  6,79  05:50  22.000  

Propriedade 2  14  6,81  06:50  17.000  

Propriedade 3  15  6,79  05:20  834.000  

Propriedade 4  14  6,80  06:30  153.000  

Propriedade 5  14  6,81  05:40  1.754.000  

Propriedade 6  15  6,74  05:50  104.000  

   

  

Na tabela 5 após 24 horas de armazenamento, o desenvolvimento de a contagem da 

propriedade 3 aumentou aproximadamente 4,5 vezes. Os rebanhos que apresentam mastite 

podem vir a contribuir para elevação significativa da CBT no leite, dependendo do tipo de 

microrganismo causador da infecção, a severidade da mastite e a quantidade de animais 

infectados. Se caso o rebanho tenha um animal contaminado por mastite clínica, pode 

contaminar o leite com estreptococos em níveis acima de 10.000.000 UFC/mL. Um dos 

principais causadores desta doença nos animais é o Streptococcus sp (SANTOS, 2001).   
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Tabela 5. Características iniciais dos leites (24 h de armazenamento).   

 

Amostra/  Acidez  pH  Tempo  da UFC/mL  

Propriedades  (°Dornic)  redutase (horas)  

 

Propriedade 1  14  6.75  05:40  55.000  

Propriedade 2  14  6,79  06:40  21.000  

Propriedade 3  15  6,69  05:00  3.602.0

00  

Propriedade 4  14  6,75  06:10  220.000  

Propriedade 5  14  6,74  05:30 1.901.0

00  

Propriedade 6  15  6,69  05:30  194.000  

 

   

Na tabela 6 é possível observar a elevação no CBT significativa na propriedade 3, 

mantendo os parâmetros físico-químicos.  

  

Tabela 6. Características iniciais dos leites (36 h de armazenamento).   

Amostra/  

Propriedades  

Acidez  

(°Dornic)  

pH  Tempo  da  

redutase (min)  

UFC/mL  

Propriedade 1  14  6,71  05:20  133.000  

Propriedade 2  14  6,78  06:00  62.000  

Propriedade 3  15  6,68  04:30  8.311.000  

Propriedade 4  14  6,75  06:00  351.000  

Propriedade 5  15  6,72  05:10  2.031.000  

Propriedade 6  15  6,67  05:20  618.000  

  

No leite in natura a partir de 36h o tempo da redutase foi diminuído, em função do 

crescimento microbiano. A Instrução Normativa 51 (IN51), para qualidade do leite cru, prevê 

a possibilidade do uso do teste de redutase por meio da prova da redução do azul de metileno 
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com no mínimo 90 minutos, conhecida como TRAM. O método é baseado na redução do 

corante azul de metileno, funciona como receptor de íons H + resultantes da ação da 

desidrogenase do metabolismo microbiano. O tempo de redução é inversamente 

proporcional ao número de bactérias redutoras presente no leite, quanto maior a 

contaminação do leite mais rapidamente a solução irá descolorir voltado para cor original 

branca. Esta metodologia é de baixo custo, simples e rápidas, muito utilizadas na indústria 

de produtos lácteos para avaliar a qualidade microbiana geral do leite fluido in natura 

(PEREIRA, 2012).   

Na tabela 7 após 48 horas de armazenamento, foi possível observar que houve uma 

alteração com a elevação da CBT e leve alteração nos parâmetros físico-químicos,  sendo 

que, segundo Cabral (2016) elevados níveis de CBT possuem grande influência na qualidade 

do leite fluido e de seus derivados, com alteração nos parâmetros físico-químicos, elevando 

o ácido lático, interferindo na estabilidade da caseína, no pH e acidez indesejada, gerando a 

formação de grumos em teste de estabilidade térmica do leite. A acidez do leite pode ocorrer 

pela ação de bactérias mesófilas, que consomem a lactose e produzem ácido lático, 

consequentemente diminuindo o pH do leite, ocorrendo devido ao longo tempo de 

armazenamento e o elevado índice de CBT.  

  

Tabela 7. Características iniciais dos leites (48 h de armazenamento).   

Amostra/  

Propriedades  

Acidez  

(°Dornic)  

pH  Tempo  da  

redutase (horas)  

UFC/mL  

Propriedade 1  14  6,69  05:10  533.000  

Propriedade 2  14  6,78  05:30  400.000  

Propriedade 3  16  6,64  01:00  9.991.000  

Propriedade 4  14  6,73  05:20  611.000  

Propriedade 5  15  6,70  04:30  5.791.000  

Propriedade 6  16  6,66  05:00  832.000  
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Quando comparamos a cinética de crescimento microbiano ao longo do tempo de 

estocagem (Gráfico 1), observa-se que o crescimento microbiano sofreu aumento aparente 

após 12h de armazenamento, apresentado em contagem bacteriana total.   

  

Gráfico 1. Análises do leite de acordo com a contagem bacteriana total por tempo de 

armazenamento.   

  

 
  

De maneira geral das propriedades, os resultados apontam que nas amostras n° 3 e 

5 (propriedades com histórico de maior contaminação microbiana do leite coletado) às 12 h 

de armazenamento continha 834.000 e 1.754.000 (UFC/mL), respectivamente, indicando 

alta proliferação microbiana que pode oferecer riscos à qualidade do produto. Já nas amostras 

com menor histórico de contaminação microbiana, propriedades n° 1 e 2, tiveram contagens 

de 22.000 e 17.000 (UFC/mL), respectivamente, às 12 h de armazenamento.  

Intermediariamente, as amostras que continham histórico de contaminação mediana, 

propriedades n° 4 e 6, às 12 h de armazenamento, tiveram 153.000 e 104.000 UFC/mL.   

De acordo com a legislação vigente da IN 77, permite-se a armazenagem por até 

48h, considerando que a contagem bacteriana total seja de até 900.000 (UFC/mL) nos 

estocadores. É importante ressaltar que as análises microbianas são realizadas em até 48h, a 

qualquer tempo, sendo evidente que a proliferação microbiana aumenta em função do tempo 

de estocagem. Outro fator importante é manter a refrigeração constante desde o início da 

recolha em propriedades rurais.  
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 Pode-se verificar também que as alterações em CBT ao longo das 48h não 

correspondem às grandes modificações nos perfis físico-químicos, ressaltando a necessidade 

de testes tanto físico-químicos, quanto bacterianos, bem como a revisão e maiores estudos 

dos tempos de redutase previstos em legislação.    

É importante ressaltar que a temperatura, às falhas na higiene das ordenhas e 

tanques de armazenamento contribuem para a contaminação com bactérias mesófilas, como 

os lactobacilos, estreptococos, lactococos e enterobactérias, que possuem habilidade de se 

desenvolver e fermentar lactose, levando a produção de  ácido lático, causando a acidificação 

do leite, que desencadeia a coagulação da caseína, separando o leite em coágulo e soro – 

vulgo  

“azedo” (SANTOS, 2001).   

Segundo Santos (2006) uma boa qualidade no leite cru acarreta uma baixa carga 

bacteriana, ausência de microrganismos patogênicos, reduzida contagem de células 

somáticas e ausência de resíduos de substâncias químicas.  Segundo Mendonça (2012), o 

manejo e higiene da ordenha têm muita relevância na contagem bacteriana do leite, sendo 

que as glândulas mamariam podem abrigar bactérias do ambiente. A alta Contagem Padrão 

em Placas reflete nas falhas na higiene realizada na produção do leite, desde o manejo do 

animal, ordenha e o resfriamento do produto final (ARCURI, 2006; BELOTI, 2011; 

RADOSTITIS, 2002). Segundo Cassoli (2013), dentre os fatores  que interferem na CBT 

são: higienização de equipamentos de ordenha e utensílios, manuseio no processo da ordenha 

do animal na higienização dos tetos antes e após a ordenha, temperatura de armazenamento 

do leite e, mastite.   

  

     

http://www.weizur.com.br/pecuaria/higiene-e-desinfeccao
http://www.weizur.com.br/pecuaria/higiene-e-desinfeccao
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6      CONCLUSÃO   

  

Conclui-se por meio dos resultados obtidos neste trabalho que a CBT no leite foi 

modificada desde o momento da chegada da matéria-prima na indústria beneficiadora até às 

48 h de sua estocagem em tanques de armazenamento. Porém, os parâmetros físico-químicos 

do leite não oscilam durante esse tempo de armazenamento, ressaltando-se a importância da 

realização de análises microbianas como um método de monitoramento periódico ao longo 

de sua estocagem, visando segurança sanitária do leite e de seus derivados.   
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