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METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA
AVALIAR O EFEITO DA CARBONATACAO SOBRE A
MICROBIOTAE VISCOSIDADE DO LEITE CRU*

Response surface methodology for evaluation the effects of carbonation on the
microorganism and viscosity of raw milk

Marianne Ayumi SHIRAI?
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SUMARIO

Este trabalho teve como objetivo verificar o efeito da carbonatagdo sobre a multiplicacdo de
microrganismos e da viscosidade do leite cru durante o armazenamento refrigerado. Foi aplicado um
planejamento fatorial 2° completo onde avaliou-se o efeito das variaveis pH (5,8 a 6,4), tempo (0 a 10
dias) e temperatura (5 a 10°C) de armazenamento do leite carbonatado sobre as respostas psicrotréficos,
psicrotréficos proteoliticos, mesoéfilos e viscosidade. Os resultados mostraram que ap6s 10 dias, a
carbonatagdo em pH 5,8 inibiu a multiplicacéo de todos os microrganismos pesquisados independente da
temperatura de armazenamento. A viscosidade ndo foi alterada logo apés a carbonatagdo, mas durante a
estocagem refrigerada houve elevagao nos valores desta propriedade. Os modelos de superficie de resposta
foram adequados para predizer a contagem de mesofilos e psicrotréficos e medida da viscosidade, pois a
falta de ajuste ndo foi significativa e o coeficiente de determinacéo (R?) foi maior que 0,95.

Termos para indexagdo: microbiologia; CO,, planejamento fatorial; conservagéo.

1 INTRODUGCAO

Com o intuito de melhorar a qualida-
de do leite cru o Ministério da Agricultura
publicou a Instrucdo Normativa n°® 51 em
2002, que comegou a vigorar no Sul, Sudeste
e Centro Oeste a partir de 2005 e no Norte e
Nordeste em 2007. A IN 51 determina, dentre
outros aspectos, parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos para o leite cru (NERO et al.,
2008). O procedimento de refrigeracdo nas
propriedades leiteiras contribui para diminuir
a multiplicacdo de microrganismos mesofilos
(PINTO et al., 2006). No entanto a refrige-

racdo, por si s6, nao é garantia de qualidade.
E extremamente importante que o leite cru
seja obtido em condigGes higiénico-sanitarias
adequadas para diminuir a contaminag&o ini-
cial e, desta forma, a reducdo da temperatu-
ra pode manter a contagem microbiana em
niveis baixos. Salienta-se que, quanto maior
0 tempo de estocagem sob baixas temperatu-
ras (7 a 10°C) de um leite apresentando alta
contagem inicial de microrganismos, maiores
serdo as possibilidades de alteracdes no pro-
duto final (leite pasteurizado, leite ultra pas-
teurizado e queijos), pela acdo de microrga-
nismos psicrotréficos (MUIR, 1996). Embora
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a grande maioria dessas bactérias seja destru-
ida pelo tratamento térmico, estas apresentam
capacidade de produzir enzimas lipoliticas e
proteoliticas termorresistentes que mantém
sua atividade mesmo apds a pasteurizacdo
ou tratamento UHT (FAIRBAIRN & LAW,
1986).

Varios estudos tém sugerido a aplica-
¢do do didxido de carbono em conjunto com
0 armazenamento refrigerado para aumentar
o tempo (til do leite cru (ROBERTS & TOR-
REY, 1988; SIERRA et al., 1996; ESPIE &
MADDEN, 1997; MAZet al., 2003). A técnica
de acidificagdo com CO,, também conhecida
como carbonatacdo, consiste na injecdo de
diéxido de carbono sob pressdo controlada
para acidificar o leite. O leite retorna ao valor
do seu pH inicial através da degaseificagao a
vacuo (RAOUCHE et al., 2008). A carbona-
tacdo pode ser considerada um método aces-
sivel e que pode ser utilizado nas fazendas ou
laticinios para prolongar o tempo (til do leite
refrigerado (AMIGO et al., 1995; RUAS-
MADIEDO et al., 1996).

A maioria dos estudos foca no efeito
da carbonatacdo sobre microrganismos (RO-
BERTS & TORREY, 1988; AMIGO et al.,
1995; SIERRA et al., 1996; ESPIE & MA-
DDEN, 1997; MA et al., 2003) e parametros
bioquimicos (GEVAUDAN et al., 1996; RU-
AS-MADIEDO et al., 1998; GUILHAUME
etal., 2004; RAOUCHE et al., 2008) do leite
e pesquisas com o intuito de verificar a influ-
éncia sobre a viscosidade do leite cru ainda
precisam ser realizadas. De acordo VIDAL-
MARTINS et al. (2005), a viscosidade é uma
variavel importante para o desenvolvimento
continuo de produtos, processos, equipamen-
tos, manuseio e controle de qualidade. Além
disso, em muitas operaces e tratamentos
ocorrem mudancas das caracteristicas do pro-
duto por isso se torna importante conhecer
como a viscosidade varia com o tratamento
utilizado.

A legislagdo brasileira ndo contempla
0 uso de aditivos quimicos ou coadjuvantes
de tecnologia em leite cru (BRASIL, 2002)
e estudos ainda sdo necessarios no sentido de
viabilizar o emprego desta tecnologia com

seguranga e parametros de processo devi-
damente definidos. Diante do exposto, este
trabalho teve como objetivo verificar o efeito
da carbonatacdo sobre a multiplicacdo de mi-
crorganismos e viscosidade do leite cru.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem

O leite cru empregado neste experi-
mento foi coletado na Fazenda Experimen-
tal do Canguiri da Universidade Federal do
Parana (Curitiba — Parana). O produto foi
coletado logo ap6s a ordenha em recipiente
estéril, o qual foi imerso em gelo e imediata-
mente transportado para o Laboratdrio de Mi-
crobiologia do Programa de Pés-graduacdo
em Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal do Parana.

2.2 Carbonatacéo do leite cru

Para a realizagdo dos ensaios de car-
bonatagdo do leite, utilizou-se o sistema de
carbonatacdo em escala laboratorial empre-
gado no trabalho de Hamerski (2009). O leite
foi borbulhado com CO, (White Martins) em
recipiente de vidro com capacidade de 1.000
mL, sendo que este estava imerso em um ba-
nho termostatizado (Tecnal, modelo TE 184).
As temperaturas de operagdo foram de 5°C e
10°C, dependendo das condicbes do planeja-
mento experimental da Tabela 1. Durante o
processo, o pH foi controlado pelo eletrodo
de vidro especifico para amostras com pro-
teina, conectado ao pHmetro portatil digital
(Metrohm, modelo 826) e a temperatura por
um termoémetro digital.

O leite acidificado foi envasado em
garrafas de vidro previamente higienizadas e
armazenados sob condic¢des de tempo e tem-
peratura especificadas na Tabela 1 do deline-
amento experimental. Decorrido o tempo de
armazenamento foram realizadas as andlises
microbiolégicas e medida da viscosidade.
Amostras sem acidificagdo com CO, (con-
trole) também foram armazenadas nas con-
di¢bes empregadas neste trabalho (tempo e
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temperatura do experimento) para avaliar a
acdo inibitéria do diéxido de carbono frente
aos microrganismos pesquisados e verificar
a influéncia na viscosidade do leite cru. O
efeito de inibicdo foi calculado mediante di-
ferenca entre a contagem da amostra controle
e a contagem do leite acidificado para cada
combinacdo de tempo e temperatura.

2.3 Andlises microbioldgicas e medi-
da da viscosidade

A contagem de mesofilos e de psicro-
tréficos foram realizadas em agar padrdo —
PCA (Difco), com incubacéo a 35°C/48 horas
e a7°C/10 dias respectivamente (SILVAetal.,
2007). Os psicrotréficos proteoliticos foram
determinados em 4gar padrdo — PCA (Difco)
suplementado com 10% de leite em p6 des-
natado e incubacdo a 7°C/10 dias (FRANK et
al., 1992). Todos os resultados das contagens
foram expressos em log, ) UFC/mL.

A viscosidade foi medida em visco-
simetro capilar modelo Schott CT 52 com
capilar Canon Fensk tipo 513 01. Os valores
da viscosidade foram expressos em cP (cen-
tipoise).

2.4 Delineamento experimental

Neste trabalho empregou-se um plane-
jamento fatorial 2° completo, com repeticao
em triplicata no ponto central. Os fatores ava-
liados foram pH de acidificagdo (X,), tempo
(X,) e temperatura (X,) de armazenamento do
leite acidificado em dois niveis de variagdo.
Na Tabela 1 estdo apresentadas as variaveis
(fatores) exploradas neste trabalho com seus
respectivos niveis. As respostas avaliadas
(variaveis dependentes) foram contagem de
mesofilos (Y,), psicrotroficos (Y,), psicro-
troficos proteoliticos (Y,) e viscosidade (Y,).
O seguinte modelo linear foi utilizado para a
analise estatistica:

Y = bO + blxl + bZXZ + b3x3 + bllexz
+ b13xlx3 + bZSXZXS + b123X1X2X3

onde: Y = resposta, X, =pH, X, =tem-
po (dias), X, = temperatura (°C) e b,...b,,, =
coeficientes de regressao.

A Tabela 2 representa a matriz do
planejamento fatorial completo com valores
reais e codificados e com repeticao em tripli-
cata no ponto central.

Tabela 1 Especificacdo das varidveis e da re-
gido experimental

Nivel
Variaveis
independentes -1 0 *1
X, - pH 58 61 64
X, - Tempo (dias) 0 5 10

X, - Temperatura (°C) 5 7,5 10

Tabela 2. Delineamento fatorial 2° completo,
com repeticdo em triplicata no ponto central,
com valores codificados e reais

Ensaio  pH T(Z?;lg; Tem?fée)ltu ra
1 58(D  0(Y 5(-1)
2 6,4 (+1) 0(-1) 5(-1)
3 58(-1) 10(+1) 5 (-1)
4 64(+1) 10(+1) 5(-1)
5  58(1) 0(D 10 (+1)
6 64(+1) 0(D) 10 (+1)
7 58(1) 10(+1) 10 (+1)
8 64(+1) 10(+1) 10 (+1)
o 810 50 75(0)
10 610 50 7,5 (0)
1 6100 5(0) 7,5(0)

2.5 Analise estatistica

Os dados foram avaliados por analise
de variancia (ANOVA) e as médias dos tra-
tamentos comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia (p < 0,05).

Os resultados das varidveis dependentes
também foram tratados por analise de regres-
sdo multipla da metodologia de superficie de
resposta. A ANOVA foi aplicada para testar a
adequacéo dos modelos lineares e a significan-
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cia da regressdo foi observada pelo coeficiente
de determinagdo. Além disso, para se visuali-
zar o efeito das variaveis independentes nas
respostas avaliadas foram construidos graficos
de superficie de resposta.

Toda andlise estatistica foi feita com o
auxilio do programa computacional STATIS-
TICA 7.0 (Stat-Soft, Tulsa, OK, USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3 encontram-se as contagens
de mesofilos, psicrotréficos, psicrotréficos
proteoliticos e valores de viscosidade de cada
tratamento. A contagem inicial de mesoéfilos
foi de 3,85 log,, UFC/mL e situou-se abaixo
do estipulado pela IN 51 de 2002 do MAPA,
que estabelece uma contagem maxima de 7,5
x 105 UFC/mL ou 5,88 log, ) UFC/mL para as
regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Bra-
sil. Hartmann (2009) encontrou contagem
média de 6,33 log,, UFC/mL em leites da re-

gido oeste do Parana e Sanvido (2007) obteve
3,87 log,, UFC/mL em seu estudo.

A contagem inicial de psicrotroficos
foi de 2,59 log,, UFC/mL. Valores superiores
foram obtidos por Moura (2008) que encon-
trou contagens médias de 6,2 log,, UFC/mL
em leites coletados de diferentes laticinios do
estado de Alagoas. Lorenzetti (2006) também
encontrou altas contagens de psicrotroficos
sendo de 8,99 log, | UFC/mL para amostras de
leite da regido de Curitiba e 6,16 log,, UFC/
mL para amostras da regido do Alto Vale de
Santa Catarina. Ja Nornberg et al. (2009) en-
contraram valores médios de 6,0 e 6,5 log,,
UFC/mL de bactérias psicrotréficas em dife-
rentes laticinios do Rio Grande do Sul.

A contagem inicial de psicrotroficos
proteoliticos foi de 1,67 log,, UFC/mL, valor
inferior ao encontrado por Cardoso (2006) e
Aaku et al. (2004) que obtiveram 6,04 e 2a5
log,, UFC/mL, respectivamente.

No tempo inicial (tempo 0) ndo houve

Tabela 3 — Contagem de mesofilos, psicrotroficos, psicrotréficos proteoliticos e medida de viscosidade
do leite cru (controle) e leite cru carbonatado, com seus respectivos desvios-padrao.

. Reducdo Reducdo Reducéo
Ensaio Y1 Y1 Y2 v? Y3 Y3 Y4
log,, UFC/mL cP
C12 3,85 (0,004) 2,59 (0,16)f 1,67 (0,52)f 1,636 (0,004)°
1 3,56 (0,33)° 0,30 2,30 (0,43)f 0,29 1,69 (0,12)' * 1,615 (0,008)°
2 3,78 (0,44)¢ 0,07 2,74 (0,06)" * 2,53 (0,27)¢ * 1,621 (0,004)°
C34 7,36 (0,02)* 6,45 (0,08)* 6,04 (0,19) 1,688 (0,007)°
3 5,75 (0,08)" 1,61 4,45 (0,10)% 2,00 4,48 (0,20)¢ 1,56 1,719 (0,007)
4 7,29 (0,09)° 0,06 6,04 (0,03)* 0,41 5,93 (0,04) 0,04 1,716 (0,013)
C56 3,85 (0,004) 2,59 (0,16)f 1,67 (0,52)f 1,636 (0,004)°
5 3,56 (0,33)° 0,30 2,30 (0,43)f 0,29 1,69 (0,12)' * 1,615 (0,008)°
6 3,78 (0,04)¢ 0,07 2,74 (0,06)f * 2,53 (0,27)¢ * 1,621 (0,004)°
C78 8,01 (0,08)* 6,68 (0,09) 6,21 (0,13)¢ 1,587 (0,004)¢
7 7,31 (0,08)° 0,70 5,44 (0,14)b¢ 1,23 4,00 (0) 1,21 1,638 (0,007)°
8 7,54 (0,32)* 0,47 5,96 (0,02)* 0,72 5,66 (0,08)* * 1,586 (0,004)¢
C91011  6,45(0,12)¢ 5,95 (0,02) 5,97 (0,07)* 1,625 (0,004)°
9 5,58 (0,16)¢ 0,87 3,92 (0,32)¢ 2,03 4,15 (0,21)¢ 1,82 1,624 (0,015)°

10 592 (0,10 053
1 6,09 (0,06)¢ 0,36

4,63 (0,05)%
4,85 (0,21)°¢

133 4,47 (0,01)¢ 1,49
110 509007 087

1,614 (0,011)c
1,637 (0,015)°

Y1 — Mesofilos; Y2 — Psicrotroficos; Y3 — Psicrotroficos proteoliticos; Y4 — Viscosidade; * ndo houve
redugdo na contagem bacteriana; C12 — Controle das amostras 1 e 2; C34 — Controle das amostras 3
e 4; C56 — Controle das amostras 5 ¢ 6, C78 — Controle das amostras 7 ¢ 8, C91011 — Controle das

amostras 9, 10 e 11.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo

teste de Tukey.
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influéncia (p > 0,05) da acidificagdo na con-
tagem de mesdfilos e psicrotréficos, ou seja,
0s ensaios 1, 2, 5 e 6 foram estatisticamente
iguais aos seus respectivos controles (C12
e C56). Ma et al. (2003) também relataram
este fato em seu trabalho, indicando que o
efeito inibitdrio do CO, ocorreu durante a es-
tocagem sob refrigeracédo e ndo logo ao ser
adicionado ao leite. Para os psicrotréficos
proteoliticos ndo foi observado este fato e as
contagens foram maiores (p < 0,05) que os
controles.

Apb6s 10 dias de armazenamen-
to o tratamento em pH 5,8 e temperatura de
5°C (ensaio 3) mostrou-se mais eficiente na
reducdo da contagem microbiana sendo de
1,61 logaritmos para mesdfilos, 2 logaritmos
para psicrotréficos e 1,56 logaritmos para
psicrotréficos proteoliticos. Na temperatura
de armazenamento de 10°C (ensaio 7) obser-
varam-se redugdes (p < 0,05) para mesdfilos,
psicrotréficos e psicrotréficos proteoliticos,
sendo de 0,7, 1,23 e 1,21 logaritmos respec-
tivamente. Resultados préximos a este traba-
lho foram observados por Ruas-Madiedo et
al. (1996), que obtiveram uma reducdo de 1 a
1,5 logaritmos para a contagem de mesdfilos
em leite acidificado com CO,. Ja Roberts &
Torrey (1988) constataram uma reducdo de
3,4 logaritmos no desenvolvimento de psi-
crotroficos em leite cru acidificado e armaze-
nado a 7°C. Ma et al. (2003) relataram que
houve uma diminuicdo de 1 a 2 logaritmos na
contagem de mesofilos e de 2 ciclos logarit-
mos na de psicrotréficos ap6s 21 dias de ar-
mazenamento a 4°C. Espie & Madden (1997)
observaram que a utilizacdo de 30 e 45 mM/L
de CO, foi efetiva na inibicdo do crescimento
de psicrotréficos, quando o leite foi armaze-
nado a 6°C por 7 dias. SIERRA et al., (1996)
ao reduzir o pH do leite cru de 6,8 para 6,0
através da adicéo de CO, verificou reducdo
de 1,41 ciclos logaritmos no crescimento de
psicrotréficos apés 4 dias de armazenamento
a’°C.

A acidificacdo em pH 6,4, ap6s 10
dias de armazenamento, ndo proporcionou
efeito inibitério (p > 0,05) sobre os microrga-
nismos estudados (ensaios 4 e 8), indicando

que as temperaturas de armazenamento (5 e
10 °C) ndo influenciaram (p > 0,05) na conta-
gem dos microrganismos.

Com relagdo a viscosidade veri-
ficou-se que logo apos a adigdo de CO, ndo
houve alteracdo desta propriedade, pois todos
0s ensaios foram estatisticamente iguais aos
seus respectivos controle. Observa-se que 0s
ensaios 3, 4 e 7 diferiram (p < 0,05) de seus
respectivos controles, aumentando a visco-
sidade do leite. Poucos trabalhos relatam a
influéncia da acidificagdo sobre a variagdo da
viscosidade do leite cru. No entanto estudos
empregando o leite UHT indicam que ha um
aumento consideravel na viscosidade durante
o periodo de estocagem (VIDAL-MARTINS
et al., 2005; MELO JUNIOR, 2005). Estes
autores enfatizam que o aumento da visco-
sidade é decorrente da atividade de enzimas
extracelulares e termorresistentes, particu-
larmente proteases, produzidas por bactérias
psicrotréficas contaminantes do leite antes do
processamento térmico. No presente trabalho
as contagens iniciais de todos os microrga-
nismos foram baixas e mesmo durante a es-
tocagem refrigerada 0os microrganismos néo
foram capazes de se desenvolverem a ponto
de causar mudancas significativas. Cousin
(1982) ainda relata que a atividade proteoli-
tica e lipolitica ndo é significativa quando a
contagem de psicrotréficos néo excede 6 log,
UFC/mL. Com isso pode-se concluir que
como a contagem de psicrotroficos manteve-
se abaixo de 6 log,, UFC/mL néo foi possivel
obter variagOes significativas na viscosidade
e que esta propriedade esta diretamente liga-
da com a contagem inicial de bactérias psi-
crotroficas do leite.

3.1 Superficie de resposta

Na Tabela 4 estdo apresentados 0s
coeficientes de regressdo dos modelos pro-
postos e a analise de variancia (ANOVA)
para as respostas mesofilos, psicrotréficos,
psicrotréficos proteoliticos e viscosidade.

De acordo com a ANOVA todos 0s mo-
delos das respostas meséfilos, psicrotréficos
e viscosidade apresentaram coeficiente de
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Tabela 4. Coeficientes de regressdo e analise de variancia do modelo para cada resposta.
Coeficientes Mesofilos Psicrotroéficos Proteoliticos Viscosidade

(Y1) (Y2) (Y3) (Y4)

b, 5,46* 4,12* 3,84* 1,64*

b, 0,28 0,37 0,59 -0,005

b2 1,65* 1,48* 1,45* 0,02*

b, 0,22 0,11 -0,09 -0,03*

b, 0,16 0,15 0,17 -0,008

b, -0,16 -0,14 0,02 -0,006

b,, 0,22 0,11 -0,09 -0,03*

b, -0,16 -0,14 0,03 -0,006
Falta de ajuste 0,09 0,29 0,09 0,17
R? 0,97 0,95 0,88 0,95

Nota: * significativo em nivel de 5%.

determinacdo (R?) maior que 0,95 e segun-
do Barros Neto et al. (2007), este é um dos
requisitos para que o modelo seja considera-
do bom. Observou-se também que a falta de
ajuste para todas as respostas ndo foram sig-
nificativas (p > 0,05) indicando que se ajus-
taram bem aos dados experimentais, podendo
ser utilizado para fins preditivos.

Para todos os microrganismos es-
tudados apenas o tempo foi significativo
(p<0,05) e para a construgdo dos graficos
considerou-se entdo somente esta variavel.
Ja para a viscosidade, o tempo e a tempera-
tura foram significativos (p < 0,05) e tam-
bém houve efeito de interacdo entre essas
duas variaveis. Os graficos de superficie de
resposta (Figuras 1 a 4) foram construidos
fixando-se as condicOes experimentais do
ponto central, ou seja, pH 6,1, tempo de 5
dias e temperatura de 7,5°C.

Nas Figuras 1, 2 e 3 observou-se cla-
ramente o efeito significativo (p < 0,05) do
tempo no desenvolvimento dos microrga-
nismos. Além disso, estes trés graficos apre-
sentaram tendéncia de resposta semelhante.
Izidoro (2008) estudou o efeito de diferentes
temperaturas de armazenamento do leite cru
sobre a multiplicagdo de psicrotréficos. O
autor observou em seus experimentos que a
contagem de microrganismos psicrotréficos
foi maior no leite incubado a 12°C em relagdo
ao leite armazenado a 8°C, que por sua vez,
foi maior do que aquele incubado a 4°C. Ha-
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Figura 1. Grafico de superficie de resposta para a
contagem de meso6filos em funcéo da temperatura e
do tempo em pH 6,1.
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Figura 2. Gréafico de superficie de resposta
para a contagem de psicrotroficos em funcéo
da temperatura e do tempo em pH 6,1.
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Figura 3. Grafico de superficie de resposta para a
contagem de psicrotréficos proteoliticos em fungdo
da temperatura e do tempo em pH 6,1.
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Figura 4. Grafico de superficie de resposta para
viscosidade em funcéo da temperatura e do tempo
em pH 6,1.

ryani et al. (2003), também constataram que
0 aumento na temperatura de armazenamento
do leite aumentou consideravelmente a taxa
de crescimento de psicrotréficos. No entanto,
para o leite acidificado com CO, ndo foi veri-
ficado o efeito da temperatura quando este foi
avaliado juntamente com a variavel tempo.
Martin et al. (2003) sugerem que o di6-
xido de carbono age prolongando a fase lag e
diminuindo a taxa de crescimento de micror-
ganismos, sendo que o efeito inibitério é mais
pronunciado em bactérias Gram negativas.
Ma et al. (2003) indicam que 0 mecanismo
de inibicdo microbiano esta diretamente as-

sociado com o diéxido de carbono e ndo com
o efeito da reducgdo do pH ou substitui¢do do
oxigénio. Alguns efeitos diretos exercidos
pelo didxido de carbono incluem a sua habi-
lidade de mudar a propriedade da membrana
microbiana, diminuir o pH intracelular e in-
terferir nas reagdes enzimaticas.

Na Figura 4 nota-se a elevacéo nos valores
de viscosidade com o tempo e com a diminuigdo da
temperatura. O comportamento diferenciado deste
gréafico em relagdo aos demais (Figuras 1, 2 e 3)
se deve ao efeito significativo de interacdo entre as
variaveis tempo e temperatura como ja apresentado
na Tabela 5.

4 CONCLUSAO

A carbonatacdo do leite cru em pH 5,8
inibiu o crescimento de meséfilos, psicrotréficos
e psicrotroficos proteoliticos em mais de 1
log,, UFC/mL independente da temperatura de
armazenamento.

A viscosidade do leite cru ndo foi afetada
logo ap6s a acidificacdo. A alteragdo da mesma
durante o armazenamento refrigerado em alguns
ensaios pode estar correlacionado com o aumento
da contagem dos microrganismos pesquisados.

A carbonatagdo do leite pode ser uma
alternativa viavel para aumentar o tempo UGtil do
leite cru durante o armazenamento refrigerado.

SUMMARY

The aim of this study was to investigate
the effect of carbonation on the growth of
microorganism and viscosity of raw milk
during refrigerated storage. A Full Factorial
Design 23 was applied to evaluate the effect
of pH (between 5,8 to 6,4), time (between
0 to 10 days) and temperature (between 5 to
10°C) storage of carbonated raw milk face
of responses psychrotrophic, proteolytic
psychrotrophic, mesophilic and viscosity.
The results showed that after 10 days the
carbonation at pH 5,8 inhibited the growth
of all microorganism examined independent
of storage temperature. The viscosity was
not changed after the carbonation, but during
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cold storage an increase was observed in
the values of this property. The response
surface models were adequate to predict the
mesophilic and psychrotrophic couts and
viscosity measurement, because the lack of
fit was not significant and the coefficient of
determination (R?) was greater than 0,95.

Index-terms:  microbiology; CO
factorial design; conservation.
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