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SUMÁRIO

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da adição de dióxido de carbono (CO2) e da temperatura 
de armazenamento, bem como da interação desses fatores sobre o desenvolvimento microbiano, proteólise 
e lipólise do leite cru refrigerado. O leite cru, adicionado ou não de CO2, foi armazenado em garrafas 
de vidro a 4 e 7°C. As amostras foram avaliadas diariamente quanto à contagem padrão em placas e de 
psicrotró cos e a cada dois dias quanto à proteólise e lipólise, até que a contagem padrão em placas atingisse 
7,5x105 UFC/mL. A contagem padrão aumentou para todos os tratamentos durante o armazenamento 
refrigerado. Entretanto, para as amostras armazenadas a 4°C o tempo necessário para que se atingisse 
a contagem limite foi de 14 dias para o leite adicionado de CO2 e 8 dias para as amostras sem CO2. 
Para as amostras armazenadas a 7°C esses tempos foram de 8 e 5 dias, respectivamente. Independente 
da temperatura de armazenamento, a adição de CO2 estendeu o tempo de fase lag e de geração dos 
psicrotró cos e reduziu sua taxa de crescimento com maior e ciência a 4°C. O leite adicionado de CO2 
apresentou menor proteólise e lipólise, possivelmente relacionada à menor contagem de psicrotró cos e à 
diminuição da produção de enzimas proteolíticas e lipolíticas nestas amostras. A adição de CO2 viabilizou 
a manutenção da qualidade do leite cru por maior tempo e pode ser utilizada para prevenir problemas de 
qualidade nos produtos processados.

Termos para indexação: leite cru; dióxido de carbono; micro-organismos psicrotró cos; 
proteólise; lipólise. 
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1 INTRODUÇÃO

A refrigeração do leite cru é o méto-
do mais e ciente e mundialmente aceito 
para controlar o desenvolvimento de micro-
organismos mesó los, entretanto, favorece 
o desenvolvimento de psicrotró cos que 
produzem enzimas proteolíticas e lipolíticas 
termorresistentes que prejudicam a qualida-
de do leite e seus derivados (MUIR, 1996; 
SØRHAUG & STEPANIAK, 1997; SAN-

TOS & FONSECA, 2001). Embora os pre-
juízos causados pelo desenvolvimento de 
psicrotró cos, especialmente quando as con-
tagens são acima de 106 unidades formadoras 
de colônia por mililitro de leite (UFC/mL), 
não seja um problema novo para a indústria 
láctea, trata-se de uma situação nova para a 
indústria brasileira que foi inicialmente pro-
jetada para a recepção diária do leite não 
refrigerado. Embora a recepção de leite não 
refrigerado ainda exista em diferentes partes 
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do Brasil, a legislação brasileira estabeleceu 
normas para coleta de leite cru refrigerado e 
seu transporte a granel (BRASIL, 2002). Nes-
te novo contexto, o leite cru refrigerado pode 
ser transportado por longas distâncias entre 
os centros produtores e os processadores e é 
perfeitamente possível que seja processado 
5 a 7 dias após a ordenha, o que permite o 
desenvolvimento de micro-organismos que 
afetam negativamente sua qualidade e a de 
seus derivados. Este quadro é agravado no 
mercado �spot�, ou seja, na comercialização 
de leite cru refrigerado entre indústrias (NO-
GUEIRA, 2006).

Os principais pontos de contaminação 
do leite por micro-organismos psicrotró cos 
são latões, tanques de expansão, água resi-
dual de equipamentos, utensílios de orde-
nha e tetos não higienizados adequadamente 
(COUSINS & BRAMLEY, 1981; HAYES & 
BOOR, 2001). Altas contagens de psicrotró-
 cos foram encontradas em amostras de leite 
coletadas de tanques coletivos e individuais, 
com predominância de micro-organismos 
Gram negativos, sendo que Pseudomonas foi 
o gênero mais isolado e P.  uorescens a espé-
cie predominante (ARCURI et al., 2008). Se-
gundo Sørhaug & Stepaniak (1997) o aumen-
to da contagem de psicrotró cos no leite cru 
afeta negativamente a qualidade e a vida de 
prateleira de produtos processados, incluindo 
leite UHT, pasteurizado e em pó, queijos du-
ros, queijo cottage, manteiga e iogurte. 

Vários métodos podem retardar o de-
senvolvimento de psicrotró cos no leite cru, 
tais como a produção com melhor qualidade 
higiênica, menor temperatura de armazena-
mento e transporte, a termização e a adição 
de dióxido de carbono (CO2) (ESPIE & MA-
DDEN, 1997). Estudos têm mostrado que o 
CO2, quando dissolvido no leite, retarda prin-
cipalmente o desenvolvimento de psicrotró -
cos (KING & MABBITT, 1982; DANIELS 
et al., 1985; ROBERTS & TORREY, 1988; 
ESPIE & MADDEN, 1997; LOSS & HO-
TCHKISS, 2000; HOTCHKISS et al. 2006) 
e os principais mecanismos de ação do CO2 
para sua inibição foram resumidos por Loss 

& Hotchkiss (2000) e Hotchkiss et al. (2006) 
e incluem: 1) substituição do oxigênio pelo 
CO2; 2) diminuição do pH do meio devido à 
dissolução do CO2 e formação de ácido car-
bônico; 3) efeito direto no metabolismo. Des-
ta forma, a ação do CO2 prolonga a fase lag e 
aumenta o tempo de geração dos micro-orga-
nismos retardando o seu desenvolvimento e 
estendendo a vida de prateleira dos produtos.

A adição de CO2 altera o pH do leite e 
pode resultar na diminuição do ponto de con-
gelamento e em alterações organolépticas, en-
tretanto essas mudanças são reversíveis após 
a degasei cação do produto. Componentes 
do leite como caseínas, proteínas do soro e 
vitaminas não são afetados pelo tratamento 
com CO2 (RUAS-MADIEDO et al, 1996; 
RUAS-MADIEDO et al., 1998). O objetivo 
deste trabalho foi avaliar o efeito da adição 
de CO2 e da temperatura de armazenamento 
bem como da interação desses fatores sobre o 
desenvolvimento microbiano, a proteólise e a 
lipólise no leite cru refrigerado.    

2 MATERIAL E MÉTODOS

Leite cru e tratamentos
O leite cru utilizado nos experimentos 

foi adquirido de um produtor de leite Tipo A. 
Após a ordenha mecânica, o leite cru foi res-
friado em trocador de calor a placas (4 1°C), 
acondicionado em latão devidamente higie-
nizado e transportado para a planta piloto de 
processamento. 

Imediatamente após a recepção, o leite 
cru (30 litros) foi dividido em duas porções: 
uma porção foi considerada como leite con-
trole (sem adição de CO2) e a outra foi adi-
cionada de CO2. O CO2 (Grau USP, White 
Martins, Brasil) foi borbulhado diretamente 
ao leite a 4 1°C até que se atingisse o pH 
6,20 0,05. As amostras de leite, adicionadas 
ou não de CO2, foram acondicionadas em 
garrafas de vidro transparentes de 300 mL, 
hermeticamente fechadas com tampas metáli-
cas e armazenadas em câmara BOD a 4 1°C 
e 7 1°C. As condições de armazenamento es-
colhidas levaram em consideração a tempera-



Pág 53Rev. Inst. Latic. �Cândido Tostes�, Jul/Ago, nº 375, 65, 51:59. 2010

tura máxima para conservação do leite cru na 
propriedade rural (7°C) segundo a legislação 
brasileira (BRASIL, 2002) e a temperatu-
ra reconhecidamente aceita como adequada 
para conservação do leite cru (  4°C). Duran-
te o armazenamento refrigerado uma garrafa 
de cada amostra foi aleatoriamente escolhida 
para a realização das análises microbiológi-
cas e físico-químicas.

Determinações analíticas
Após a recepção uma amostra de lei-

te cru foi coletada e avaliada quanto ao pH, 
acidez titulável, sólidos totais, nitrogênio to-
tal, nitrogênio solúvel em pH 4,6, nitrogênio 
solúvel em TCA 24% (AOAC, 1995), gordu-
ra e lactose (LANARA, 1981), conteúdo de 
ácidos graxos livres (AGL) (SHIPE et al., 
1980, modi cado por MA et al., 2003) e con-
centração de CO2 (MA et al., 2001). O leite 
cru também foi avaliado quanto à contagem 
padrão em placas e contagem de psicrotró -
cos (APHA, 2001). 

Durante o armazenamento refrigerado 
(4 ou 7°C), as amostras de leite (adicionada 
ou não de CO2) foram avaliadas diariamente 
quanto à contagem padrão em placas e con-
tagem de psicrotró cos e a cada dois dias 
quanto ao pH, concentração de CO2, nitro-
gênio total (NT), nitrogênio solúvel em pH 
4,6 (NNP), nitrogênio solúvel em TCA 24% 
(NNC) e ácidos graxos livres (AGL) de acor-
do com as metodologias citadas anteriormen-
te. As determinações analíticas foram con-
duzidas até que a contagem padrão atingisse 
7,5x105 UFC/mL, que corresponde ao padrão 
microbiológico para leite cru refrigerado es-
tabelecido pelo Anexo IV da Instrução Nor-
mativa nº 51 (BRASIL, 2002). Os resultados 
de nitrogênio foram expressos como proteína 
usando o fator de conversão de 6,38. Proteína 
(P) e caseína (CN) foram calculadas por (NT-
NNP) x 6,38 e (NT-NNC) x 6,38, respecti-
vamente. O decréscimo da relação (CN/P) x 
100 foi utilizado como índice de proteólise e 
o aumento da concentração de ácidos graxos 
livres (AGL), expresso como meq. de ácido 
palmítico/kg de leite, como índice de lipólise. 

As análises físico-químicas foram realizadas 
em triplicata, com exceção da concentração 
de CO2 e do conteúdo de ácidos graxos livres 
que foram realizadas em duplicata. As avalia-
ções microbiológicas também foram realiza-
das em duplicata.

Delineamento experimental e análise 
dos dados 

O delineamento experimental utilizado 
foi o de sub-sub-parcelas divididas (split-
split-plot) e o experimento completo foi repe-
tido 2 vezes. O fator principal foi a adição de 
CO2 com dois níveis de variação (com e sem 
CO2); o fator secundário foi a temperatura de 
armazenamento com dois níveis de variação 
(4±1 e 7±1ºC) e o terceiro fator foi o tempo 
de armazenamento do leite, cujos níveis de 
variação foram dependentes do tempo que as 
amostras levaram para atingir a contagem pa-
drão em placas de 7,5x105 UFC/mL. O efeito 
dos tratamentos sobre o desenvolvimento mi-
crobiano, a proteólise e lipólise foi avaliado 
por análise de variância multivariada e pelo 
teste de comparação entre médias de Tukey. 
A análise de regressão linear foi utilizada 
para comparar o efeito dos tratamentos (adi-
ção ou não de CO2) sobre o desenvolvimento 
da proteólise e lipólise e também para avaliar 
a existência de correlação entre o desenvolvi-
mento de micro-organismos psicrotró cos e 
o aumento da proteólise e da lipólise no leite 
cru, independente dos tratamentos aplicados 
às amostras. Para todas as avaliações estatís-
ticas considerou-se o nível de 5% de signi -
cância. 

O desenvolvimento dos psicrotró cos 
foi avaliado utilizando-se o modelo matemá-
tico de Gompertz descrito na Equação 1, se-
gundo Martin et al. (2003). 












(Equação 1)

Onde Y(t): log da contagem de micro-
organismos no tempo t; Yo: log da contagem 
de micro-organismos no tempo zero; t: tem-
po (dias); a1, a2, : parâmetros do modelo de 
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Gompertz. Os parâmetros avaliados foram: 
tempo da fase lag [t1-(1-a2)], taxa de cresci-
mento (a1.a2/e) e tempo de geração [ln(2).e/
a1.a2].

 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Caracterização do leite cru
O leite cru utilizado nos processamen-

tos apresentou 12,6±0,1% de extrato seco 
total, 4,2±0,3% de gordura, 3,0±0,1% de pro-
teína total, 2,8±0,1% de proteína verdadeira, 
2,30±0,06% de caseína, 82±1% de caseína 
como porcentagem da proteína verdadeira, 
5,01±0,08% de lactose, pH 6,8±0,01 e acidez 
de 0,146±0,005% de ácido láctico. A conta-
gem padrão em placas e de psicrotró cos foi 
3,7x103 e 1,7x102 UFC/mL, respectivamente. 
Os resultados mostraram que o leite utilizado 
nos experimentos atende aos padrões físico-
químicos e microbiológicos estabelecidos 
pela IN n° 51 (BRASIL, 2002) que são: aci-
dez 0,14-0,18% de ácido láctico, mínimo de 
3,0% de gordura, 2,9% de proteína total, 8,4% 
de extrato seco desengordurado e contagem 
padrão em placas menor que 7,5x105 UFC/
mL. Essas características indicam que o leite 
utilizado foi higienicamente obtido e adequa-
damente conservado. O leite cru adicionado 
de CO2 apresentou concentração média de 
1194±153 ppm de CO2. Esta concentração 
manteve-se praticamente constante e ao  -
nal as concentrações médias de CO2 foram 
de 1153±137 e 1142±153 ppm para os leites 
armazenados a 4 e 7 1°C, respectivamente. 
O pH das amostras não variou signi cativa-
mente ao longo do tempo e foi, em média, 
6,82 0,03 para o leite controle e 6,32 0,06 
para o leite adicionado de CO2, independente 
da temperatura de conservação. 

Desenvolvimento microbiano no lei-
te cru 

 A adição de CO2, a temperatura e o 
tempo de armazenamento afetaram signi ca-
tivamente (p<0,0001) o tempo de conserva-
ção do leite cru e durante o armazenamento 
refrigerado a contagem padrão em placas 
aumentou para todos os tratamentos. Entre-

tanto, observa-se na Figura 1 que o tempo 
necessário para que se atingisse a contagem 
limite (7,5x105 UFC/mL) foi maior para a 
amostra adicionada de CO2 e armazenada a 
4 ° C. Partindo-se da contagem padrão inicial 
de 3,7x103 UFC/mL, o leite adicionado de 
CO2 e armazenado a 4°C levou aproximada-
mente 14 dias para atingir a contagem limite 
enquanto que o leite não adicionado de CO2 
armazenado na mesma temperatura levou 8 
dias. Observa-se ainda que este tempo foi 
de 8 e 5 dias para o leite armazenado a 7°C, 
adicionado ou não de CO2, respectivamente 
(Figura 1). Resultados semelhantes foram en-
contrados por Ma et al. (2003), que observa-
ram que o leite armazenado a 4°C adicionado 
de 1500 ppm de CO2 levou aproximadamente 
14 dias para atingir a contagem padrão de 
3,0x105 UFC/mL, partindo de uma contagem 
inicial de 104 UFC/mL. Observa-se ainda na 
Figura 1 que as amostras armazenadas a 4°C 
sem adição de CO2 e a 7°C adicionada de CO2 
apresentaram aproximadamente o mesmo 
tempo de conservação (8 dias), sugerindo que 
a adição de CO2 no leite cru a 7°C tem efei-
to equivalente à sua conservação a 4°C sem 
adição de CO2. Desta forma, mantendo-se a 
temperatura atualmente permitida para arma-
zenamento do leite pela legislação brasileira, 
a adição de CO2 poderia contribuir para pre-
servar a qualidade do leite cru recebido pelas 
indústrias brasileiras para processamento.















         






























  

Figura 1. Log da UFC/mL da contagem padrão em 
placas do leite cru durante o armazenamento refri-
gerado. ( ) 4°C com CO2; ( ) 4°C sem CO2; ( ) 
7°C com CO2, ( ) 7°C sem CO2; (---) contagem 
padrão máxima permitida pela legislação brasileira 
(7,5x105 UFC/mL).
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 A adição de CO2, a temperatura e o 
tempo de armazenamento também afetaram 
signi cativamente (p<0,0001) o desenvolvi-
mento de psicrotró cos, cujas contagens au-
mentaram ao longo do tempo para todos os 
tratamentos (Figura 2). Embora a legislação 
brasileira não estabeleça uma contagem li-
mite de psicrotró cos para leite cru, segundo 
diversos autores (MUIR, 1996; SØRHAUG 
& STEPANIAK, 1997; SANTOS & FON-
SECA, 2001) a qualidade dos produtos lác-
teos processados pode ser prejudicada se essa 
contagem for superior a 106 UFC/mL. Os re-
sultados mostraram que a adição de CO2 teve 
um efeito mais importante do que a tempera-
tura de armazenamento no controle do desen-
volvimento de psicrotró cos. A amostra não 
adicionada de CO2 armazenada a 4°C levou 
5 dias para atingir a contagem de psicrotró -
cos considerada crítica para o processamento, 
enquanto que para o leite armazenado a 7°C 
este tempo foi de 3-4 dias. Por outro lado, na 
presença de CO2, esses tempos se estenderam 
para 13 e 8 dias para as amostras armazena-
das a 4 e 7°C, respectivamente (Figura 2).

Figura 2. Log da UFC/mL da contagem de psi-
crotró cos do leite cru durante o armazenamento 
refrigerado. ( ) 4°C com CO2; ( ) 4°C sem CO2; 
( ) 7°C com CO2, ( ) 7°C sem CO2; (---) contagem 
de psicrotró cos considerada crítica para o proces-
samento do leite.

A adição de CO2 afetou o tempo de 
fase lag, o tempo de geração e a taxa de cres-
cimento dos psicrotró cos. Observa-se na 
Figura 3A que na presença de CO2 o tempo 
de fase lag dos psicrotró cos aumentou em 
400% quando o leite foi armazenado a 4°C 

e em 140% no leite a 7°C. Simultaneamente, 
a 4°C na presença do CO2 o tempo de gera-
ção de psicrotró cos aumentou em 132% e a 
taxa de crescimento reduziu em 57%, quando 
comparado ao leite não adicionado de CO2 
(Figuras 3B e 3C). Esses valores foram de 
122% e 55% para o leite cru armazenado a 
7°C (Figura 3B e 3C). Este comportamento 
evidencia a e ciência do CO2 em retardar o 
desenvolvimento de psicrotró cos especial-
mente a 4°C. Segundo Arcuri et al. (2008) 
a maioria dos micro-organismos isolados do 
leite no Brasil apresentou atividade proteolí-
tica e/ou proteolítica a temperaturas de 4°C, 
7°C e 10°C. Portanto, o CO2 poderia melho-
rar a qualidade do leite processado no país. 
A inibição do desenvolvimento de psicrotró-
 cos evitaria defeitos de qualidade nos pro-
dutos lácteos processados, causados por enzi-
mas produzidas por esses micro-organismos.
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Figura 3. (A) Fase lag, (B) tempo de geração 
e (C) taxa de crescimento de micro-organismos 
psicrotró cos em leite cru com e sem adição de 
CO2, armazenados a 4 1°C e 7 1°C.

A















         





























 



Pág 56 Rev. Inst. Latic. �Cândido Tostes�, Jul/Ago, nº 375, 65, 51:59. 2010

Desenvolvimento da proteólise e li-
pólise no leite cru

A Tabela 1 apresenta o efeito da adi-
ção de CO2, da temperatura e do tempo de ar-
mazenamento, bem como da interação entre 
esses fatores sobre a proteólise e lipólise do 
leite cru. A adição de CO2 não afetou signi -
cativamente a proteólise do leite cru. O teor 
médio de caseína como porcentagem da pro-
teína (CN/P) foi de 81,0% e 81,5% para as 
amostras adicionadas de CO2 e armazenadas 
a 4ºC e 7°C, respectivamente. Para as amos-
tras sem adição de CO2 esses valores foram 
de 80,6% e 81,5%, respectivamente. No en-
tanto, a adição de CO2 afetou signi cativa-
mente a lipólise do leite cru, e foi, em média, 
maior para as amostras sem adição de CO2. 
O tempo de armazenamento in uenciou tanto 
a proteólise como a lipólise, sendo que am-
bas aumentaram signi cativamente ao longo 
do tempo de armazenamento. Entretanto, 
considerando-se que a interação entre os tra-
tamentos e o tempo de armazenamento foi 
signi cativa (p=0,0002), utilizou-se a análise 
de regressão linear para avaliar tal interação. 

Observa-se nas Figuras 4A e 4B que a 
proteólise e a lipólise aumentaram, respec-
tivamente, 2,2 e 2,7 vezes mais rápido no 
leite cru sem adição de CO2 do que no leite 
adicionado de CO2. Maior ação proteolítica 

Tabela 1. Resultado da avaliação estatística do efeito da adição de CO2 sobre a proteólise e lipólise do 
leite cru refrigerado (n=2).

Fontes de variação
Valor de p1

CN/P2 AGL3

Tratamento4 0,1437 <0,0001

Temperatura de armazenamento5 0,1985 0,7023

Tempo de armazenamento <0,0001 <0,0001

Tratamento x temperatura 1 0,8925

Tratamento x tempo 0,0002 0,0002

Temperatura x tempo 0,3977 0,9495

Tratamento x temperatura x tempo 0,9850 0,9903

1p<0,05; 2CN/P: caseína como porcentagem da proteína; 3AGL: ácidos graxos livres; 4Tratamento: leite 
cru adicionado ou não de CO2; 

54°C ou 7°C

e lipolítica também foi observada por Ma et 
al. (2003) em leite cru refrigerado sem adição 
de CO2 quando comparado ao adicionado de 
1500 ppm de CO2. A proteólise e a lipólise 
podem ser causadas tanto por enzimas natu-
rais do leite cru como a plasmina e a lipase 
lipoprotéica, quanto por enzimas termorre-
sistentes produzidas por psicrotró cos (FOX 
& MCSWEENEY, 1998). A atividade de 
plasmina não foi avaliada neste experimento, 
entretanto, a análise de regressão linear mos-
trou que existe uma correlação signi cativa 
(p<0,0001) entre a contagem de psicrotró -
cos e o aumento da proteólise (Figura 5A), 
representada pelo decréscimo do teor de ca-
seína como porcentagem da proteína (CN/P). 
Da mesma forma, o aumento da contagem de 
psicrotró cos resultou no aumento signi ca-
tivo (p=0,0007) da lipólise (Figura 5B), re-
presentada pelo aumento da concentração de 
ácidos graxos livres.

As menores taxas de proteólise e lipóli-
se observadas para o leite com adição de CO2 
estão relacionadas à menor contagem de psi-
crotró cos devido à ação antimicrobiana do 
CO2 e, consequentemente, à redução da pro-
dução de enzimas proteolíticas e lipolíticas. 
As alterações de pH, ponto de congelamento 
e organolépticas do leite cru causadas pela 
adição de CO2 são reversíveis após a dega-
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Figura 4. (A) Correlação entre CN/P do leite com e sem adição de CO2 (Intervalo de con ança [-0,206; 
-0,099] com nível de signi cância de 95%) e (B) Correlação entre AGL do leite com e sem adição de CO2 
(Intervalo de con ança [-0,004; +0,011] com nível de signi cância de 95%). 

Figura 5. (A) Correlação entre a CN/P (%) e a contagem de psicrotró cos do leite cru refrigerado (Interva-
lo de con ança [-0,857; -0,399] com nível de signi cância de 95%) e (B) Correlação entre a concentração 
de AGL (meq. ác. palmítico/kg de leite) e a contagem de psicrotró cos do leite cru refrigerado (Intervalo 
de con ança [0,035; 0,113] com nível de signi cância de 95%).

sei cação. Este processo pode ser realizado 
através da aplicação de vácuo ou pela simples 
agitação e aquecimento brando (~40-50°C) 
do leite antes de qualquer processamento 
(LOSS & HOTCHKISS, 2000).  

4 CONCLUSÕES

A adição de CO2 ao leite cru retardou 
o desenvolvimento de micro-organismos me-
só los e psicrotró cos, reduziu a proteólise e 
a lipólise durante o armazenamento e favo-
receu a manutenção da sua qualidade micro-
biológica e físico-química tanto a 4ºC como 
a 7ºC, com maior e ciência a 4°C. Desta for-
ma, a adição de CO2 ao leite cru, associada 
às condições adequadas de higiene, armaze-

namento e transporte viabilizaria manutenção 
da qualidade do leite e, consequentemente, o 
recebimento de uma matéria prima de melhor 
qualidade pelas indústrias brasileiras.  

SUMMARY

The objective of this research was 
to evaluate the effect of carbon dioxide 
(CO2) addition and storage temperature 
as well as interactions of these factors on 
microbial growth, proteolysis and lipolysis 
of refrigerated raw milk. Raw milk, with 
and without CO2 addition was stored in 
glass bottles at 4 and 7°C. Samples were 
daily analyzed to standard plate count 
and psychrotrophic count and every other 
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day to CO2 concentration, proteolysis and 
lipolysis, until standard plate count reached 
7,5x105 CFU/mL. The standard plate count 
increased during refrigerated storage time 
for all treatments. However, to samples 
stored at 4°C the time required to reach the 
limit count was 14 days to raw milk with 
CO2 addition and 8 days to raw milk without 
CO2 addition. For samples at 7°C this time 
was 8 and 5 days, respectively. Independent 
of the storage temperature, CO2 addition 
extended psychrotrophic lag phase and 
generation time and decreased growth rate 
in raw milk, with higher ef ciency at 4°C. 
Milk with CO2 addition presented lower 
proteolysis and lipolysis, possibly related to 
lower psychrotrophic count and reduction 
of proteinases and lipases production in 
these samples. CO2 addition enabled the 
maintenance of raw milk quality for a longer 
time and can be used to prevent quality 
problems in processed products.

Index Terms: raw milk; carbon 
dioxide; psychrotrophic bacteria; proteolysis; 
lipolysis
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