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RESUMO

Considerando a importancia dos materiais de referéncia (MR) na estruturacao
e manutencéo de sistemas de gestdo da qualidade de laboratérios de analises de
alimentos, representando uma ferramenta fundamental na garantia da confiabilidade
e rastreabilidade dos resultados analiticos relativos a avaliacdo de padrdes de
identidade e qualidade, MR foram produzidos, experimentalmente, para o escopo de
determinacdo de umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel em leite em pé
integral. Dois tipos de embalagem (sachés tipo stand-up pouch de politereftalato de
etileno metalizado/polietilieno de baixa densidade e frascos de vidro ambar com
tampa de rosca) e trés temperaturas de armazenamento (ambiente, refrigeracao e
congelamento) foram avaliados. Os lotes produzidos foram considerados
homogéneos. Os materiais acondicionados nos sachés, nas diferentes temperaturas
avaliadas, e os materiais acondicionados em frascos de vidro, armazenados sob
temperatura ambiente, ndo apresentaram estabilidade para o parametro umidade.
Contudo, para os parametros cinzas, gordura e acidez titulavel, todos os materiais
foram considerados estaveis durante seis meses. Os testes de homogeneidade e de
estabilidade foram conduzidos conforme estabelecido no protocolo harmonizado
pela International Union of Pure and Applied Chemistry, ISO Guia 35 e norma ISO
13528, havendo concordancia entre os resultados obtidos, apesar dos diferentes
critérios. As contribuicdes das variancias devidas a homogeneidade e estabilidade a

longo prazo foram estimadas para certificacdo dos materiais.

Palavras-chave: leite em pd, material de referéncia, controle de qualidade analitico,
padrdes de identidade e qualidade, veracidade.
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ABSTRACT

Considering the importance of the reference materials (RM) in the structuring
and maintenance of quality management systems for food analysis laboratories,
representing a fundamental tool to ensure the reliability and traceability of analytical
results, RM were experimentally produced for the scope moisture, ash, total fat and
titratable acidity in whole milk powder bovine. Two types of packaging (sachets
stand-up pouch metallized polyethylene terephthalate / low density polyethylene and
amber glass bottles with a screw cap) and three storage temperatures (ambient,
refrigeration and freezing) were evaluated. The batches produced were
homogeneous. The materials packed in sachets, evaluated at different temperatures,
and materials packaged in amber glass bottles, stored at room temperature showed
no stability for the parameter moisture. However, for the parameters ash, total fat and
titratable acidity, all materials were considered stable for six months. The tests of
homogeneity and stability were conducted in accordance with the protocol
harmonized by International Union of Pure and Applied Chemistry, ISO Guide 35 and
ISO 13528, with concordance between the results, despite the different criteria. The
contribution of variances due to the homogeneity and stability were estimated for the

materials certification.

Keywords: powder milk, reference material, analytical quality control, standards of

identity and quality, trueness.
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1. INTRODUCAO

O leite é definido como uma mistura complexa, composta por varias
substancias, como &gua, proteinas, gorduras, carboidratos, minerais e vitaminas,
constituindo-se um alimento completo (HAUG et al., 2007).

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO),
em 2011, a produgao mundial de leite foi estimada em 727 milhdes de toneladas,
sendo 606 milhdes de toneladas de leite bovino (FAO, 2013).

O Brasil produziu 32,1 milhdes de toneladas de leite bovino em 2011, sendo o
quarto maior produtor mundial, apés Estados Unidos, india e China (FAO, 2013). Os
estados maiores produtores no pais sdo Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Parana,
Goias e Santa Catarina (IBGE, 2012).

No Brasil, o setor de laticinios s6 ganhou importancia e porte industrial na
passagem para o século 20. O aproveitamento de leite e a producdo de seus
derivados permaneceram, durante mais de trés seculos, como atividade artesanal e
doméstica nas fazendas. Mais tarde, com a modernizacdo do setor leiteiro, foram
necessarias a padronizacdo do leite comercializado no pais e a unificacdo dos
sistemas de controle. Tanto o leite como seus derivados estdo sujeitos a inspecéo
dos 6rgaos ligados a Agricultura (Federal, Estadual ou Municipal) (ALMEIDA-
MURADIAN & PENTEADO, 2007).

Com a Instrucdo Normativa N° 51 de 18 de setembro de 2002, que aprova 0s
Regulamentos Técnicos de Producéo, Identidade e Qualidade do Leite tipo A, tipo B,
tipo C, do Leite Pasteurizado e do Leite Cru Refrigerado e o Regulamento Técnico
da Coleta de Leite Cru Refrigerado e seu Transporte a Granel, foi proibido o
consumo e a comercializacdo de leite in natura no Brasil (Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento - MAPA, 2002).

Devido a alta perecibilidade do leite, além de questdes de entressafra e
custos de transporte e distribuicdo, a producdo do leite em pd é de fundamental
importancia para garantir o armazenamento e viabilizar a logistica de suprimento de
leite no pais (CAMPOS et al., 1998).
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Conforme as Portarias N° 146 de 07 de marco de 1996 e 369 de 4 de
setembro de 1997, que aprovam o Padréo de Identidade e Qualidade (PIQ) do leite
em po, entende-se por leite em p6 o produto obtido por desidratacéo do leite de vaca
integral, desnatado ou parcialmente desnatado e apto para a alimentacdo humana,
mediante processos tecnologicamente adequados. Nestas portarias sao
estabelecidos os parametros do PIQ e respectivos métodos de anéalise (MAPA, 1996;
MAPA, 1997). O PIQ de um alimento é de extrema importancia para o consumidor e
para o fabricante. Havendo um PIQ, a fraude torna-se, pelo menos teoricamente,
mais dificil. O PIQ compreende maximos e minimos ou faixas de determinados
indices, sendo praticamente impossivel estabelecer um valor exato, devido as
variagfes naturais de composicdo que tem o alimento. Normalmente, os indices do
PIQ envolvem medidas de baixo custo, pois caso contrario, inviabilizariam o custo
final do produto (GOMES, 2007).

A rotulagem dos alimentos, ao orientar o consumidor sobre a qualidade e a
quantidade dos constituintes nutricionais dos produtos, pode promover escolhas
alimentares apropriadas, sendo indispensavel, no entanto, a fidedignidade das
informacbes. Entretanto, o acesso a informacdo correta sobre o conteudo dos
alimentos, por ser um elemento que impacta a adocéo de préticas alimentares e de
estilos de vida saudaveis, configura-se, em seu conjunto, uma questao de seguranca
alimentar e nutricional (CAMARA et al., 2008).

Assim, informacbes erradas no rotulo podem prejudicar a saude do
consumidor e desestruturar a confianca dos consumidores e profissionais da area da
saude, os quais adotam o rétulo como uma referéncia para montagem de dietas e
instrucdes de alimentacdo para seus pacientes. Tao importante quanto fornecer as
informacBes nutricionais regulamentadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) na rotulagem, € expressar corretamente os teores dos
constituintes declarados. Neste sentido, para avaliacdo de conformidade de produtos
em relacdo a rotulagem é admitida uma variagdo de vinte por cento entre 0s
resultados analiticos e aos valores declarados no rétulo (ANVISA, 2003 a).

Desta forma, estudos relativos a verificacdo do PIQ e da composicao
nutricional dos alimentos sdo de extrema importancia para acdes de fiscalizacéo e
controle de qualidade na cadeia produtiva do leite. No entanto, tais agdes dependem

crucialmente da confiabilidade de resultados analiticos. Tanto na validacdo de
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métodos quanto na estruturacdo de procedimentos de controle de qualidade
analitico sdo necessarios elementos de referéncia que assegurem a rastreabilidade
das grandezas basicas relevantes (ABNT, 2000), como os Materiais de Referéncia
(MR) ou Materiais de Referéncia Certificados (MRC) (ABNT, 2011).

Segundo o0 guia harmonizado pela AOAC International, International
Standards Organization (ISO) e International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) para validacdo intralaboratorial de métodos, os valores de referéncia
necessarios para a realizacdo de experimentos de veracidade podem ser obtidos
com diferentes tipos de materiais, incluindo MR e MRC (THOMPSON et al., 2002).
Conforme descrito neste documento, os MRC podem ser utilizados em processos de
validacdo, visando estabelecer todos os aspectos de tendéncia (do método, do
laboratério e do ensaio), simultaneamente, assumindo que ndo haja efeitos de
variacfes de matriz. Ja os MR seriam utilizados quando um MRC néo for disponivel
ou como adicional aos estudos com MRC, incluindo materiais caracterizados por um
produtor de material de referéncia, mas cujos valores ndo sdo acompanhados da
incerteza ou sao qualificados de outra maneira.

O controle de qualidade interno é uma das ferramentas fundamentais para a
garantia da qualidade dos resultados no ambito de sistemas de gestdo a qualidade
(SGQ) de laboratérios (CITAC/EURACHEM, 2002; ABNT, 2005 a). Os principais
objetivos deste tipo de controle s&o: i) monitorar a estabilidade dos parametros de
desempenho de um método previamente validado durante seu uso em atividades de
rotina; ii) manter um controle estatistico do processo de medicdo (VAN DER VOET
et al., 1999); e iii) indicar aceitacdo ou rejeicdo de um grupo de resultados, com
necessidade de repeticdo dos ensaios (THOMPSON & WOOD, 1995). Desta forma,
o controle de qualidade interno é requerido para fornecer evidéncias do desempenho
do método durante sua aplicagcdo, devendo ser realizado com frequéncia
estabelecida para demonstrar o desempenho de métodos validados ao longo do
tempo (HILL & REYNOLDS, 1999; THOMPSON et al., 2002).

Embora os MR e MRC desempenhem um papel chave em processos de
validacdo de métodos e no desenvolvimento de programas de controle de qualidade
interno para avaliagdo da veracidade, n&o existem materiais disponiveis
comercialmente para todas as analises quimicas realizadas atualmente em

laboratorios e os materiais sdo extremamente caros devido, principalmente, aos
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custos das etapas de producéo e certificacdo, além de taxas de importacdo. Desta
forma, a preparacdo e certificacdo de material para aplicacdo na avaliacdo da
qualidade de leite e seus derivados é um tema fundamental para o avan¢o da
metrologia quimica e da gestdo da qualidade (GQ) analitica no setor lacteo (DE
NONI, 2004; RODRIGUES et al., 2009).

Dada a importancia do leite para a economia mineira e brasileira, a posi¢cao
de destaque deste alimento para a nutricdo e, portanto, para a saude da populacao,
e a crescente demanda pela garantia da confiabilidade dos resultados de ensaios
que subsidiam a verificacdo da adequacdo ao PIQ e a rotulagem nutricional
obrigatoria, este trabalho teve como objetivo a producdo de MR para o0 escopo

analitico umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel em leite em po integral.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi produzir, experimentalmente, MR para
determinacdo de umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel em leite em poé
integral, sob diferentes condicbes experimentais, incluindo tipos de embalagens e

temperaturas de armazenamento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o desempenho do Laboratério de Bromatologia — Unidade de
Pesquisa Andlise de Alimentos (BRO-UPAA) do Departamento de Alimentos (ALM)
da Faculdade de Farmacia (FAFAR) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) nas determinac¢des dos parametros do PIQ do leite em pdé.

Preparar MR, sob diferentes condi¢cdes experimentais, incluindo tipos de
embalagens e temperaturas de armazenamento.

Realizar testes de homogeneidade e estabilidade dos materiais preparados,
em conformidade com 0s principais guias e normas nacionais e internacionais.

Comparar os diferentes tratamentos estatisticos propostos na literatura para
avaliacdo de homogeneidade e estabilidade de MR.

Avaliar as condi¢cdes mais adequadas de producdo dos materiais.

Estimar as incertezas-padrdo devidas a homogeneidade e estabilidade dos

materiais preparados.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 LEITE - FLUIDO E EM PO

3.1.1 Defini¢cdes e qualidade

Leite, sem outra especificacdo, é o produto oriundo da ordenha completa e
ininterrupta, em condigdes de higiene, de vacas saldias, bem alimentadas e
descansadas (MAPA, 2002). Trata-se de uma emulsdo de globulos de gordura e
uma suspensado de micelas (agrupamentos de varias moléculas de caseina junto
com célcio, fésforo e outros sais) (GONZALEZ et al., 2001; BRITO et al., 2011),
numa fase aquosa que contém solubilizadas moléculas de lactose, proteinas do soro
do leite e alguns minerais (GONZALEZ et al., 2001).

A composicdo do leite depende de uma série de fatores como: bem-estar
animal, manejo, estadio de lactacdo, genética, nutricdo, regido, época do ano
(BRITO & DIAS, 1998; RIBAS et al., 2004; VIEIRA et al., 2011) e contagem de
células sométicas (CCS) (CUNHA et al., 2008; RIGUEIRA, 2010).

O leite de alta qualidade pode ser caracterizado como um alimento livre de
agentes patogénicos e outros contaminantes (residuos de antibiéticos e pesticidas),
apresentando reduzida contaminagdo microbiana, sabor agradavel, adequada
composicao e baixa CCS (SANTOS, 2004).

A preocupacdo com a qualidade do leite esta pautada principalmente em dois
principios: o primeiro relacionado as questdes nutricionais e o segundo relacionado
as doencas transmissiveis por alimentos (DTA), associadas principalmente ao
consumo de produtos de origem animal, entre eles o leite e seus derivados
(AMARAL & SANTOS, 2011).

Além dos principios supracitados, a determinacdo da composicédo do leite &
de fundamental importancia para as industrias de laticinios por ser fator
preponderante para o rendimento industrial de derivados lacteos como queijos,
manteiga, leite em pod, creme de leite e requeijao (LEITE, 2006). Por exemplo, uma
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reducdo de 0,5 % no teor de sdlidos totais pode significar a perda de até cinco
toneladas de leite em p6 para cada milhdo de litros de leite processado (FONSECA
& SANTOS, 2000).

De acordo com a Instrucdo Normativa N° 51 (MAPA, 2002), a qualidade do
leite cru integral tipos A, B ou C é definida pela composicéo e por parametros fisicos,
guimicos e microbiolégicos como: teores de gordura (g/100 g), proteina (g/100 g),
sélidos ndo gordurosos (g/100 g), acidez (g &cido lactico/100 mL), densidade relativa
(g/mL), indice crioscopico maximo, indice de refracdo do soro cuprico, redutase ou
teste de reducdo do azul de metileno (TRAM), estabilidade ao alizarol (v/v),
contagem padrédo em placas em unidades formadoras de colénias (UFC/mL) e CCS
(CS/mL). Para o leite pasteurizado tipos A, B ou C, integral, padronizado, semi-
desnatado ou desnatado, os parametros de qualidade sé&o gordura (g/100 g) acidez,
(g acido lactico/100 mL), estabilidade ao alizarol 72 % (v/v), sélidos ndo gordurosos
(g/100 @), indice crioscopico maximo, indice de refracdo do soro cuprico a 20 °C,
contagem padrdo em placas (UFC/mL), coliformes em numero mais provavel
(NMP/mL a 30/35 °C), coliformes (NMP/mL a 45 °C), Salmonella spp/25 mL.

Com isso, a maior parte dos paises, inclusive o Brasil, tem buscado executar
programas de pagamento por qualidade, existindo, portanto, padrées minimos a
serem atendidos em relacdo a composicao (teores de gordura e de proteina) (DURR
et al., 2004) e quanto aos aspectos de sanidade (nivel de contaminacdo microbiana
e contagem de células soméaticas) (DURR et al., 2004; LEITE, 2006; BARBOSA,
2007).

Segundo RIBAS et al. (2004) o pagamento do leite por componentes visa
melhorar a qualidade da matéria-prima, aumentando o rendimento industrial para a
fabricacdo de diversos derivados lacteos.

Apesar dos avancos recentes no ambito da qualidade do leite, o Brasil ainda
devera passar por grandes transformagdes, pois, a qualidade do leite brasileiro esta
muito abaixo dos padrdes verificados em outros paises, sendo a diferenca mais
marcante em relacdo a contagem padrdo em placas, o que acaba refletindo em
menor rendimento industrial dos derivados, na reducédo da vida de prateleira e na
menor qualidade do produto final (CARVALHO, 2010).

A instituicdo da Instrugdo Normativa N° 51, do sistema de coleta a granel e da
rede leite, foi fundamental para o inicio do processo, contudo ainda se faz
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necessario um esforco coletivo da cadeia produtiva, comecando pela industria de
transformacao. O sistema de pagamento por qualidade e por solidos no leite ainda &
embrionério e a grande maioria dos laticinios do Pais ndo valoriza estes itens na
formacdo do preco ao produtor. Além disso, existem laticinios que pagam por
qualidade, mas os valores adicionais ndo estimulam investimentos. Por fim, somente
um numero reduzido de empresas possui um sistema de pagamento de leite mais
desenvolvido e que de fato valoriza os atributos de qualidade (CARVALHO, 2010).

Entende-se por leite em p6 o produto obtido por desidratacédo do leite de vaca
integral, desnatado ou parcialmente desnatado e apto para a alimentacdo humana,
mediante processos tecnologicamente adequados (MAPA, 1996).

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite em PO tem por
objetivo fixar a identidade e as caracteristicas minimas de qualidade que devera
apresentar o leite em pd e o leite em pod instantdneo destinados ao consumo
humano. No regulamento € estabelecido como ingrediente obrigatério o leite de
vaca, devendo-se apresentar como p6é uniforme sem grumos, isento de substancias
estranhas macro e microscopicamente visiveis, coloracdo branca amarelada, com
sabor e odor agradavel. Tais produtos devem ainda ser acondicionados em
recipientes de um dnico uso, herméticos, adequados para as condi¢cdes previstas de
armazenamento e que confiram protecao apropriada contra a contaminacao (MAPA,
1996).

Os parametros de qualidade estabelecidos para o leite em pd sdo matéria
gorda (% m/m), umidade (% m/m), acidez titulavel (mL NaOH 0,1N/10 g sélidos n&o
gordurosos), indice de solubilidade (mL), leite de alto tratamento térmico e particulas
queimadas (maximo) (Tabela 1). JA para o leite em po6 instantaneo sé&o
apresentados requisitos adicionais de umectabilidade maxima (s) e dispersabilidade
(% m/m), conforme critérios descritos na Tabela 2 (MAPA, 1996).

Com relacdo ao tratamento térmico, o leite em po desnatado pode ser
classificado como de baixo, médio ou alto tratamento térmico, referindo-se ao
conteudo de nitrogénio da proteina do soro ndo desnaturada (MAPA, 1996). O grau
de desnaturacdo da proteina de soro de leite em p6 desnatado é tradicionalmente
indicado pela diferenga entre o indice de nitrogénio protéico de soro e o nivel de
nitrogénio protéico de soro ndo desnaturado (PATEL et al., 2007). Estes tipos de

leite diferenciam-se pelo grau de desnaturacdo das proteinas sollveis, que aumenta
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proporcionalmente com o tratamento térmico. Ha mercado para todos: em alguns

casos existe o interesse em conservar intacta a maior parte destas proteinas, mas

em outros, como por exemplo, o leite em p6 de alta temperatura é mais utilizado em
pastelarias (UFSC/EQA, 2013).

O parametro particulas queimadas avalia o processo de secagem do leite em

po, levando em consideracdo que 0 excesso de particulas queimadas altera a

aparéncia (presenca de pontos pretos) e sabor (queimado) do leite em po. A

metodologia apresenta a escala de valores padrdo para comparagdo de 7,5 mg
(Disco A), 15,0 mg (Disco B), 22,5 mg (Disco C) e 32,5 mg (Disco D).

Tabela 1. Parametros de qualidade estabelecidos para o leite em p6 pela legislacdo

brasileira
Requisitos Integral Parcialmente Desnatado
desnatado
Matéria Gorda (% m/m) Maior ou igual a 26,0 1,5a25,9 Menor que 1,5
Umidade Max. (% m/m) 3,5 4.0 4,0
Acidez titulavel Max. (mL 18,0 18,0 18,0
NaOH 0,1 N/10g sdlidos
~ ndo gordurosos)
Indice de solubilidade 1,0 1,0 1,0
Max. (mL)
Leite de alto tratamento - - 2,0
térmico Max. (mg/g)
Particulas queimadas Max. 15 (Disco B) 15 (Disco B) 15 (Disco B)

(mg)

Max. = maximo.

Tabela 2. Parametros de qualidade adicionais estabelecidos para leite em poé

instantaneo pela legislacéo brasileira

Parcialmente

Requisitos Integral Desnatado
desnatado
Umectabilidade Max. (s) 60 60 60
Dispersabilidade 85 90 90

(%m/m)

Max. = maximo.

Segundo o Ministério da Saude, a rotulagem nutricional é toda inscri¢cdo

destinada a informar ao consumidor sobre 0s constituintes nutricionais do alimento,
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devendo, portanto, ser o meio de comunicacdo entre o produto e o consumidor,
permitindo a escolha correta (ANVISA, 2003 b).

Visto que a rotulagem nutricional facilita ao consumidor conhecer as
propriedades nutricionais dos alimentos, contribuindo para um consumo adequado
dos mesmos e considerando que a informacdo que se declara na rotulagem
nutricional complementa as estratégias e politicas de saude dos paises em beneficio
da saude do consumidor (ANVISA, 2003 a,b), pode-se dizer que por meio deste
importante elemento de informacdo € possivel fazer modificacbes relevantes nas
praticas alimentares da populacgéo.

No Brasil, a ANVISA é o o0rgao responsavel pela regulamentacdo da
Rotulagem de Alimentos Industrializados e, todas as portarias existentes buscam
garantir produtos de qualidade e em boas condigcbes de higiene para toda a
populacao visando a manutencdo da saude (ANVISA, 2001). Nas Resolucdes RDC
N° 359 (Regulamento Técnico de Porcbdes de Alimentos Embalados para fins de
Rotulagem Nutricional) e N° 360 (Regulamento Técnico sobre Rotulagem Nutricional
de Alimentos Embalados), ambas de 23 de dezembro de 2003, a ANVISA afirma que
todo alimento produzido, comercializado e embalado na auséncia do cliente e pronto
para ser oferecido ao consumidor deve conter, obrigatoriamente, rotulagem
nutricional (ANVISA, 2003 a,b).

As informagBes nutricionais que devem constar em rétulo sdo: valor
energético, carboidratos, proteinas, gorduras totais (saturadas e trans), fibra
alimentar, sddio, outros minerais e vitaminas, sendo esses dois Ultimos obrigatérios
apenas se fizer uma declaracdo de propriedades nutricionais ou outra declaracao
que faca referéncia a estes nutrientes (ANVISA, 2003 b; ANVISA, 2005).

Algumas regras foram estabelecidas quanto a forma de apresentacdo das
informacBes nutricionais nos rotulos a fim de permitir uma busca facilitada pelo
consumidor: a informacgao nutricional deve ser apresentada em um mesmo local,
estruturada em forma de tabela (horizontal ou vertical conforme o tamanho do
rétulo); todos os nutrientes devem ser declarados da mesma forma (tamanho e
destaque); a declaragdo da medida caseira é obrigatoria; a informacéo nutricional
deve estar no idioma oficial do pais de consumo do alimento em lugar visivel, com
letras legiveis, que ndo possam ser apagadas ou rasuradas, e em cor contrastante

com o fundo onde estiver impressa (ANVISA, 2003 b; ANVISA, 2005).
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Desta forma, a determinacédo laboratorial de parametros fisico-quimicos é de
extrema importancia no contexto da avaliacdo da conformidade de produtos como o
leite em p6 em relagdo ao seu PIQ e as informacdes nutricionais declaradas nos

rétulos.

3.1.2 Aspectos nutricionais

O leite bovino € um fluido composto por diversos nutrientes sintetizados na
glandula mamaéaria, a partir de precursores derivados da alimentacdo e do
metabolismo (GONZALEZ et al., 2001). A qualidade dos nutrientes do leite cru, ou
de seus derivados, coloca-o entre os alimentos mais importantes da dieta humana,
especialmente de criancas e jovens, que tém maior necessidade de proteinas,
vitaminas e acidos graxos essenciais (CAMPOS et al., 1998). Além disso, o leite
oferece grandes possibilidades de processamento industrial para a obtencdo de
diversos produtos para a alimentacdo humana (FONSECA & SANTOS, 2000).

E composto por mais de 100.000 tipos diferentes de moléculas, sendo os
principais componentes a lactose, gordura, proteina, minerais, vitaminas e a agua
(FONSECA & SANTOS, 2000; GONZALEZ et al., 2001) e de enorme importancia
para os seres humanos ao longo de suas vidas, sendo considerado uma fonte de
macro e micronutrientes e também de uma série de componentes bioativos
(proteinas especificas, peptideos e acidos graxos) que desempenham um papel
significativo na nutricdo e salde (BAUMAN et al., 2006).

A lactose é o principal glicideo presente no leite de todos os mamiferos. E um
dissacarideo composto pelos monossacarideos D-glicose e D-galactose, ligados por
ligacbes glicosidicas B - 1,4 (GONZALEZ et al., 2001). No sistema digestivo a
lactose é hidrolisada em glicose e galactose, pois somente estes monossacarideos
sao absorvidos no intestino delgado, para entdo serem metabolizados e utilizados
como fonte de energia para o organismo (AMIOT, 1991).

A lactose compreende aproximadamente 52 % dos solidos totais do leite
desnatado e 70 % dos sélidos encontrados no soro do leite. A quantidade de agua
do leite e, consequentemente, o volume de leite produzido pela vaca, depende da

guantidade de lactose secretada, pois a lactose atua atraindo a agua do sangue
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para equilibrar a pressdo osmotica na glandula mamaria. A concentracao de lactose
no leite € de aproximadamente 5 % (4,7 a 5,2 %) (BRITO et al., 2011), enquanto no
leite em p6 desnatado seu teor é de cerca de 52 % (AMIOT, 1991).

A lactose contribui para 0 aumento da absor¢cdo e retencdo do caélcio
(GUEGUEN & POINTILLART, 2000; DAMODARAN et al., 2010), prolonga a ag&o da
vitamina D (GUEGUEN & POINTILLART, 2000) e aumenta a absor¢do de magnésio
e manganés (MANAN et al., 1999).

Além da lactose, outros glicideos podem ser encontrados no leite, porém em
concentracfes muito baixas. Pequenas quantidades de glicose livre (cerca de 0,1 %)
e galactose também sdo encontradas no leite de vaca e de outras espécies (AMIOT,
1991; GONZALEZ et al., 2001) além de amino-acucares, acglcar-fosfatos, aclicares
nucleotideos e oligossacarideos (GONZALEZ et al., 2001). Na Tabela 3 encontram-

se relacionados os principais carboidratos encontrados no leite.

Tabela 3. Carboidratos do leite fluido integral

Carboidrato Teor (mg/100 mL)
Lactose 5.000
Glicose 14
Galactose 12
Acido N-acetilneuraminico 4-5
Mioinositol 4,5
Oligossacarideos de lactose 0-0,01

Fonte: FONSECA & SANTOS (2000).

O leite constitui uma das principais fontes de proteinas na alimentacdo de
animais jovens e de humanos de todas as idades e é constituido por varias
proteinas especificas (SGARBIERI, 1996). As proteinas do leite sédo fontes
importantes de aminoacidos essenciais, conforme ilustrado na Tabela 4 (AMIOT,
1991; USDA, 2011).
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Dentre as proteinas, a mais importante € a caseina, que perfaz cerca de 85 %
do total das proteinas lacteas, sendo identificados varios tipos, a, B, K,y, similares na
sua estrutura (GONZALEZ et al., 2001).

As proteinas do soro do leite sdo constituidas de beta-lactoglobulina (BLG),
alfa-lactoalbumina (ALA), albumina do soro bovino (BSA), imunoglobulinas (Ig) e
glico-macropeptideos (GMP) (HARAGUCHI et al., 2006). MCINTOSH et al. (1998) e
SGARBIERI (2004) realizaram levantamentos bibliogréficos a respeito dos efeitos
biolégicos dessas proteinas e evidenciaram efeitos benéficos como atividade
imunomoduladora, beneficios na funcdo digestiva, efeito hipocolesterolémico,
anticarcinogénico, atividade antimicrobiana e antiviral.

De uma maneira geral, as proteinas desempenham grande importancia ao
desenvolvimento de novos tecidos. Fazem parte da composi¢cdo da parede celular,
pele, pélos; catalisam enzimas, dentre outras funcdes. Elas tém um papel energético
secundario no organismo humano, compondo 12 % das calorias ingeridas pelo ser
humano (AMIOT, 1991).

Além da grande importancia em alimentacéo, as proteinas do leite encontram
inumeras aplicacdes industriais, sendo muito utilizadas na formulacdo de produtos
pelas suas propriedades espumante, emulsificante e geleificante (SGARBIERI,
1996).
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Tabela 4. Composicdo de aminoacidos essenciais no leite fluido integral com 3,25 %

de gordura
Aminoacido Teor (g/100 g)
Fenilalanina 0,144
Histidina 0,073
Isoleucina 0,161
Leucina 0,260
Lisina 0,137
Metionina 0,073
Treonina 0,140
Triptofano 0,073
Valina 0,188

Fonte: USDA (2011).

A gordura é o principal componente energético no leite, sendo a razdo de
varias propriedades fisicas, caracteristicas de fabricacdo e qualidade sensorial do
leite e dos produtos lacteos (BAUMAN & GRIINARI, 2003).

A gordura do leite, como todos os 6leos e gorduras provenientes de fontes
naturais, € uma mistura de varios tipos de triacilgliceréis. Fatores fisioldgicos e
ambientais sdo os principais responsaveis por essa variagio (GONZALEZ et al.,
2001; BAUMAN et al., 2006).

Com relacdo a importancia nutricional, além de apresentar elevado valor
energeético, a gordura do leite de vaca contribui na ingestdo de acidos graxos
essenciais e vitaminas, especialmente as lipossoluveis (A, D, E e K) (KRAUSE et al.,
2005). Apresenta, além dos triacilglicerdis, quantidades mensuraveis de fosfolipidios,
esteroides (colesterol e seus precursores) e cerebrosideos (AMIOT, 1991) (Tabela

5).
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Tabela 5. Composicéo lipidica do leite fluido integral

Lipideo Teor (g/100 mL)
Glicerideos 3,85
Fosfolipideos 0,035
Lecitinas 0,021
Cefalinas 0,011
Esfingomielinas 0,003
Colesterol 0,015
Cerebrosideos 0,002

Carotendides -

- = ndo informado.
Fonte: AMIOT (1991).

Os acidos graxos encontrados no leite sdo em sua maioria saturados (AGS),
cerca de 60 % (AIGSTER et al., 2000) os quais sdo apontados como precursores da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) sendo relacionados ao aumento do colesterol
sérico e risco de doencas coronarianas (BHUPATHIRAJU & TUCKER, 2011).
Porém, segundo BAUMAN et al. (2006), os &cidos graxos saturados presentes no
leite variam em sua estrutura e muitos ndo tém efeito sobre o colesterol plasmatico.
Além disso, estes autores reforcam que varios estudos epidemioldgicos néo
encontraram relacao significativa entre o consumo de leite e derivados e o risco de
desenvolvimento da aterosclerose.

A gordura do leite de vaca é a fonte natural mais rica de acido linoléico
conjugado (CLA), sendo que o que o isdmero cis-9, trans-11 representa de 75 % a
90 % dos isébmeros de CLA no leite. A presenca de CLA na gordura do leite de
ruminantes € consequéncia da isomerizacdo e biohidrogenacédo de acidos graxos
insaturados pelas bactérias no rimen, bem como da atividade da A°-desaturase na
glandula mamaria (COLLOMB et al., 2006). O leite juntamente com seus derivados

perfazem 75 % da recomendacdo de CLA na dieta. H& evidéncias de que esses

35



compostos, associados a outros componentes do leite (proteinas do soro do leite,
caseina, dentre outros), promovem efeitos benéficos ao organismo como a reducéo
da incidéncia de doencas coronarianas e protecdo contra o cancer (BAUMAN et al.,
2006).

O leite apresenta ainda acidos graxos monoinsaturados (AGMI), cerca de
30 %, e poliinsaturados (AGPI), aproximadamente 4 % (AIGSTER et al., 2000). O

perfil de acidos graxos do leite fluido encontra-se descrito na Tabela 6.

Tabela 6. Perfil de acidos graxos no leite fluido integral com 3,25 % de gordura

Acidos graxos Teor (g/100 g)
Saturados 1,865

Monoinsaturados 0,812

Poliinsaturados 0,195

Fonte: USDA (2011).

A gordura do leite, assim como dos lipidios em geral, apresenta como
principais fungdes no organismo a estrutural, como parte integrante de membranas
bioldgicas; de reserva de energia para realizacdo dos processos metabdlicos, além
de fornecerem acidos graxos essenciais e colesterol (WILLIAMS, 1997).

Como mencionado anteriormente, o leite contém vitaminas lipossolaveis (A,
D, E e K) veiculadas pela gordura, sendo que a vitamina K estd presente em
pequenas quantidades (GONZALEZ et al., 2001). A vitamina A é considerada a mais
importante no leite, sendo que um copo de leite integral (200 mL) contribui com
aproximadamente 12 % da ingestao diaria recomendada (IDR) para adultos (AMIOT,
1991). Sua deficiéncia além de provocar alteragcbes oculares (xeroftalmia) pode
causar aumento do risco de mortalidade e morbidade em criancas em idade pré-
escolar (MILAGRES et al., 2007) devido ao aumento do numero de casos de
infecgdo respiratoria e do aumento e aumento da susceptibilidade a infecgdes
(FERRAZ et al., 2005).
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A vitamina E € um potente agente oxidante e, sua acao envolve a inibicdo da
lipoperoxidacdo das membranas celulares, impedindo assim a deterioracdo de
acidos graxos indispensaveis para o organismo. Assim, além dos beneficios para a
saude, a vitamina E tem ac¢des benéficas sobre o alimento, minimizando a formacéo
de radicais livres. No leite de vaca, a vitamina E se encontra na forma de a-tocoferol
e a quantidade presente no leite tem uma estreita relacdo com a dieta do animal. O
colostro contém de duas a sete vezes mais vitamina E que o leite normal
(GONZALEZ, et al., 2001). Porém, a principal fonte dessa vitamina s&o alimentos de
origem vegetal (BATISTA et al., 2007).

A vitamina D do leite se encontra nas formas de vitamina D2, que resulta da
irradiacdo do ergosterol da dieta, e D3, um derivado do 7-dehidrocolesterol,
produzido por agdo direta dos raios ultravioleta sobre o animal. O colostro contém de
trés a dez vezes mais vitamina D que o leite normal (GONZALEZ et al., 2001).

O leite de vaca contém também vitaminas hidrossoliveis (vitamina C e
vitaminas do grupo B), sendo a riboflavina ou vitamina B-2 a mais importante
encontrada nos produtos lacteos. Um copo (200 mL) de leite contribui com
aproximadamente 21 % da IDR (Ingestdo Diaria Recomendada) para adultos
humanos. Como a maior parte das vitaminas hidrossolluveis do grupo B, a riboflavina
forma parte da composi¢do de um nucleotideo, flavina adenina dinucleotideo (FAD),
coenzima transportadora de hidrogénio que intervém nas reacdes de oxidacdo dos
aminoacidos e da glicose. O leite contém também quantidades apreciaveis de
vitamina B12, vitamina B1 ou tiamina, vitamina B6 ou piridoxina e vitamina C ou
acido ascorbico (AMIOT, 1991).

A vitamina C esta presente no leite nas duas formas ativas: acido ascorbico
(estavel e reduzido) e acido dehidroascorbico (reversivelmente oxidado). O contetdo
€ pouco afetado por fatores como dieta, idade, raca, etapa da lactacdo ou época do
ano. Porém o leite ndo constitui uma fonte importante de vitamina C, uma vez que,
grande parte do conteudo em acido ascorbico do leite fresco € destruido no
processo de pasteurizacdo (GONZALEZ et al., 2001). A Tabela 7 indica o teor das

principais vitaminas encontradas no leite.
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Tabela 7. Teor das principais vitaminas encontradas no leite fluido integral com
3,25 % de gordura

Vitamina Teor (/100 g)

Lipossoluveis

Vitamina A (ug) 46
Vitamina D (UI) 2,0
Vitamina E (mg) 0,07
Vitamina K (ng) 0,3

Hidrossollveis

Acido ascorbico (Vitamina C) (mg) 0,00 (0,9* e 1,2*%)
Tiamina (B1) (mg) 0,046
Riboflavina (B2) (mg) 0,169
Cianocobalamina (B12) (ug) 0,45
Niacina (B3) (mg) 0,089
Piridoxina (B6) (mg) 0,036

- = ndo informado; * = leite fluido com teor reduzido de sédio; ** = leite fluido com 1% de gordura, fortificado com proteina e
vitaminas A e D.
Fonte: USDA (2011).

O contedado mineral presente no leite € uma propriedade nutricional muito
importante dos produtos lacteos, sendo o célcio e o fésforo os mais abundantes.
Eles estdo basicamente associados com a estrutura das micelas de caseina. Assim,
o soro do leite tem relativamente pouco célcio e fésforo, comparado com o leite
(GONZALEZ et al., 2001).

O calcio € um elemento fundamental ao organismo, sendo necessario em
funcdes bioldgicas como a contracdo muscular, mitose, coagulacdo sanguinea,
transmissao do impulso nervoso ou sinaptico (MILLER & ANDERSON, 1999) e sua

maior importancia esta relacionada as fung¢fes que desempenha na mineralizagédo
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0ssea, desde a formacdo, manutencdo da estrutura e rigidez do esqueleto (sais de
calcio) (FAO, 2001).

Por ndo ser produzido endogenamente, o célcio é adquirido somente pela
ingestdo diaria de alimentos que o contenham (GRUDTNER et al., 1997). O leite
fornece grande parte da necessidade diaria de calcio da dieta humana, sendo que,
um copo (200 mL) de leite fornece a metade da ingestdo adequada (Al) de calcio por
dia de uma criangca de um ano de idade (500 mg/dia) (BUENO & CZEPIELEWSKI,
2008) e quatro copos de leite sdo suficientes para atingir as recomendacdes para
individuos acima de 50 anos (PEREIRA et al., 2009).

O calcio nos produtos lacteos apresenta maior biodisponibilidade, o que esta
relacionado com o conteddo de vitamina D e com a presenca de lactose, que
aumentam a sua absorcao no intestino (BUZINARO et al., 2006). Além disso, como o
pH do leite é alcalino, o célcio se mantém em suspensao pela formacao de caseinato
de calcio, de citrato de calcio e de um complexo com a lactose. Assim, estas formas
presentes no leite e derivados parecem explicar a melhor absorcdo de célcio
proveniente destas fontes em relagdo as outras (GRUDTNER et al., 1997).

Segundo PEREIRA et al. (2009), a baixa ingestdo de célcio da populagéo
brasileira deve-se, provavelmente, ao custo dos produtos, habitos culturais e
alimentares. Tendo em vista a importancia da ingestdo adequada de célcio, o Brasil
possui politicas publicas que contribuem para melhoria da ingestdo de calcio como o
programa nacional de distribuicdo de leite e a merenda escolar.

O fésforo esté intimamente associado ao calcio na nutricdo humana e a sua
assimilacdo aos 0ssos e dentes € regulada pela vitamina D e paratorménio. Na
alimentacdo, deve haver uma propor¢do na relacao célcio/fésforo de 1/1 ou 1,5/1,
sendo essa relacdo fundamental para a absorcdo e excrecdo de célcio e fosforo:
guando um estad em excesso, obrigatoriamente a excrecdo do outro sera aumentada
(MOURA, 2009).

SHAPIRO & HEANEY (2003) concluiram gue se a dieta for pobre em fosforo,
a suplementacdo de célcio por si s6 sera insuficiente e pode até agravar a
deficiéncia, sendo preferivel a suplementagdo de célcio e fosforo que apenas a
suplementacdo com calcio.

Assim como o calcio, a biodisponibilidade do fésforo é maior nos produtos de
origem animal (70 %) do que nos de origem vegetal, sendo encontrado
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principalmente como composto organico e, quando hidrolisado no trato
gastrintestinal, libera fosforo inorganico que fica disponivel para absorcao (SHAPIRO
& HEANEYB, 2003).

Além do calcio e fosforo, o leite bovino possui ainda tragcos de outros minerais,
ferro, enxofre, cobre, zinco, magnésio, fldor, cobalto, iodo, molibdénio, mas néo
contribui de forma significativa a satisfazer as necessidades do organismo humano
(AMIOT, 1991). A Tabela 8 apresenta o teor dos principais minerais encontrados no
leite.

O leite € um produto altamente perecivel (CAMPOS et al., 1998; SERT et al.,
2009), sendo a deterioracdo quimica e microbiolégica os principais fatores que
limitam o tempo de armazenamento (SERT et al.,, 2009). Além disso, o leite esta
sujeito a entressafra, quando o volume produzido pode diminuir significativamente
(CAMPOS et al., 1998). Nesse aspecto, a producédo do leite em p6 é fundamental,
permitindo a armazenagem, facilitando manuseio e/ou reduzindo custos de
transporte (GAIANI et al., 2011), contribuindo para a regulacéo da politica comercial
e de mercado consumidor (CAMPOS et al., 1998). Além de exercer papel importante
para aplicacdes na engenharia e tecnologia de alimentos (SERT et al., 2009).
Considerando-se as dimensdes territoriais do Brasil, o leite na forma em p6 reduz

ainda os custos logisticos, viabilizando a distribuicdo e comercializacdo do produto.
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Tabela 8. Teor dos principais minerais encontrados no leite fluido integral com
3,25 % de gordura

Minerais Valor (/100 g)
Potassio (mg) 132
Calcio (mg) 113
Fosforo (mg) 84
Sddio (mg) 43
Magnésio (mg) 10
Zinco (mg) 0,37
Ferro (mg) 0,03
Cobre (mg) 0,025
Manganés (mg) 0,004
Selénio (ug) 3,7

Fonte: USDA (2011).

Durante o processo de secagem do leite para obtencédo do produto em po, os
nutrientes sdo conservados quase que completamente (GUERRA et al., 2005), como
se pode observar nas tabelas de composicdo quimica de alimentos, o valor
nutricional do leite em po é praticamente o mesmo do leite fluido. INDYK et al. (1996)
avaliaram a estabilidade da vitamina D3 no leite durante o processo de spray-drying
e ndo encontraram perdas estatisticamente significantes ap0s esse processamento.

A composicao nutricional do leite em p6 encontra-se detalhada na Tabela 9.
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Tabela 9. Composicéo nutricional do leite em po integral

Teor por 100g

Componente TACO IBGE CAMPOS et al. TORRES USDA
(2006) (1999) (1998) etal. (2011)*
(2000)
Umidade (%)
2,7 2,0 2,12 2,98 2,47
Energia (Kcal) 497 502 498 495 496
Proteina (g) 254 26,4 24,39 25,68 26,32
Lipideos (g) 26,9 27,5 27,98 25,72 26,71
Colesterol (mg) 85 - - - 97
Carboidratos (g) 39,2 38,2 37,09 40,19 38,42
(lactose)
Fibra alimentar (g) NA - - - 0,0
Cinzas(g) 5,8 5,9 8,42 5,34 6,08
Célcio (mg) 890 909 - - 912
Magnésio (mg) 77 - - - 85
Manganés (mg) Tr - - - 0,040
Fosforo (mg) 1242 708 - - 776
Ferro (mg) 0,5 0,5 - - 0,47
Sadio (mg) 323 - - - 371
Potassio (mg) 1132 - - - 1330
Cobre (mg) 0,11 - - - 0,080
Zinco (mg) 2,7 - - - 3,34
Vitamina A (mcg) 361 270 - - 253
Tiamina (B1) (mg) 0,24 0,29 - - 0,283
Continua
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Tabela 10. Composicao nutricional do leite em po integral (continuacéo)

Teor por 100g

Componente TACO IBGE CAMPOS et al. TORRES USDA
(2006) (1999) (1998) etal. (2011)*
(2000)
Riboflavina (B2) (mg) 1,03 1,46 - - 1,205
Piridoxina (B6) (mg) Tr - - - 0,302
Niacina (B3) (mg) * 0,7 - - 0,646
Vitamina C (mg) - 6 - - 8,6
Vitamina D (IU) - - - - 20
Vitamina E (mg) - - - - 0,58
Vitamina K (mcg) - - - - 2,2
Cianocobalamina (B12) (mcg) - - - - 3,25
Acidos graxos saturados 16,3 - - - 16,742
Acidos graxos monoinsaturados 7,1 - - - 7,924
Acidos graxos poliinsaturados 0,5 - - - 0,665
Fenilalanina (g) - - - 1,271
Histidina (g) - - - 0,714
Isoleucina (g) - - - 1,592
Leucina (g) - - - 2,578
Lisina (g) - - - 2,087
Metionina (g) - - - 0,660
Treonina (g) - - - 1,188
Triptofano (g) - - - 0,371
Valina (g) - - - 1,762

Tr = tragos; - = ndo informado; NA = N&o aplicavel; * as andlises estdo sendo reavaliadas; ** referente a leite em p6 integral
sem adig&o de vitamina D.



3.1.3 Aspectos econdmicos

Em 2011, a producdo mundial de leite bovino foi estimada em 606 milhdes de
toneladas (FAO, 2013). O Brasil € o quarto pais maior produtor de leite bovino do
mundo, apés Estados Unidos, India e China. Com uma producdo que ultrapassou
pela primeira vez a barreira dos 30 milhdes de toneladas produzidos em 2010,
atingindo 32,1 milhdes de toneladas em 2011, a producédo brasileira cresce a uma
taxa média anual de aproximadamente 4 %, superior & grande maioria dos paises
gue ocupam os primeiros lugares. A producgéo brasileira de leite corresponde a 70 %
do volume total de leite produzido nos paises que compdem o Mercosul (FAO,
2013).

A atividade leiteira € praticada em todo o territério nacional (VILELA et al.,
2002; ZOCCAL et al., 2004), pois as condi¢cdes edafoclimaticas do pais permitem a
adaptacado da atividade as peculiaridades regionais (ZOCCAL et al., 2004). Em mais
de um milhdo de propriedades rurais e, somente na producdo primaria, esta
atividade gera acima de trés milhdes de empregos e agrega mais de seis bilhdes de
reais ao valor da producdo agropecuaria nacional. Na Ultima década, trés fatores
importantes marcaram o setor leiteiro nacional: o aumento da producéo, a reducéo
do numero de produtores e o decréscimo dos precos recebidos pelos produtores
(VILELA et al., 2002).

No Brasil, observa-se ainda a existéncia de diversas formas ou modelos de
producado de leite. Existem sistemas com diferentes graus de especializacdo, desde
propriedades de subsisténcia, utilizando técnicas rudimentares e producdo diaria
menor que dez litros, até produtores comparaveis aos mais competitivos do mundo,
usando tecnologias avancadas e com producdo diaria superior a 50 mil litros
(ZOCCAL & GOMES, 2005). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2013), o pais possui aproximadamente 1,2 milhdes de produtores
de leite, dos quais os 200 mil maiores detém 65 % da producédo nacional. Uma das
consequéncias desta grande disparidade € a baixa produtividade média, indicando
gue muito ainda precisa ser aprimorado do ponto de vista genético, nutricional e
principalmente de manejo para se atingir os patamares alcancados pelos principais
produtores mundiais.

A industria de alimentos sempre desempenhou um importante papel na

economia brasileira, representando uma das mais tradicionais estruturas produtivas
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existentes no Pais. Dentre os diversos setores da industria alimenticia, o setor de
laticinios destaca-se entre os quatro principais, sendo a lideranca ocupada pelo
setor de derivados de carne. Em 2001, no entanto, o setor de laticinios chegou a
ocupar a segunda posi¢cdo nessa induastria, perdendo espaco para 0 setor de
beneficiamento de café, cha e cereais e para o setor de aclUcares. Estima-se que a
participacdo dos laticinios no faturamento total da industria de alimentos seja de
aproximadamente 10 % (CARVALHO, 2010).

Mesmo com auto-suficiéncia, o Brasil participa do mercado internacional, ora
importando, ora exportando, dependendo da demanda interna e dos precos
doméstico e internacional praticados (ZOCCAL et al., 2004). Ao longo das ultimas
décadas o Brasil conviveu com surtos de importacdes de produtos lacteos devido ao
cambio sobrevalorizado, tabelamento de precos para combate a inflacdo e
mudancas nas politicas de apoio a producdo de leite. Além disso, com a
implementacdo do Plano Real e fim da inflacdo, ocorreram momentos de forte
crescimento no consumo interno. O resultado dessas transformagdes culminou em
mais investimentos no setor, com ganhos na producdo primaria, noS processos
logisticos e no amadurecimento da cadeia produtiva (CARVALHO, 2010).

Os estados maiores produtores de leite no pais sdo Minas Gerais, Rio Grande
do Sul, Parang, Goias e Santa Catarina (IBGE, 2013). Historicamente, Minas Gerais
€ o0 maior produtor de leite do pais, representando em média 28 % da producédo
nacional. Esta é a principal cadeia produtiva do agronegdcio mineiro, estando
presente em todas as regides, empregando mao-de-obra, gerando excedentes
comercializaveis e garantindo renda para grande parte da populacdo (MINAS
GERAIS, 2007). A producao de leite no estado em 2012 foi estimada em 8,3 milhdes
de toneladas, representando 25,9 % do total de 32,1 milhdes de toneladas
produzidos no Brasil (IBGE, 2013). O excedente exportavel de produtos lacteos
torna-se fundamental na composicéao da renda do Estado (MINAS GERAIS, 2007).

Nos ultimos anos, a producdo de leite tem migrado do Sul de Minas para a
regido dos cerrados, em busca de terras baratas e proximidade com a producao de
grdos. Do volume produzido anualmente, 28,4 % vem da regido do Triangulo/Alto
Paranaiba. As regides Sul e Sudoeste de Minas respondem por 21,6 % da

producédo, enquanto a Zona da Mata e Rio Doce, somados, alcancam 18,8 % do leite
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produzido. As regibes Centro-Oeste e Vertentes produzem 16,9 % e as demais
regides 14,3 % (MINAS GERAIS, 2007).

O significativo crescimento da producdo de leite na regido de cerrado,
especialmente em Goiés e nas regides do Triangulo Mineiro e do Alto Paranaiba, em
Minas Gerais, € influenciado, principalmente, pelo menor custo de producéo do leite
nestas regides, em razdo do menor preco de alguns insumos e da prioridade ao
pasto como alimento volumoso do rebanho, durante o verdo. Além de menor custo,
0s sistemas de producdo nestas regides podem suportar um menor preco do leite
para sua sobrevivéncia e sdo menos vulneraveis as crises do mercado de lacteos,
em razdo da maior flexibilidade para serem conduzidos (ZOCCAL & GOMES, 2005).

Havendo abertura de mercado e incentivos, Minas Gerais tem potencial e
vocacao para, dentro de poucos anos, duplicar a sua producao de leite, bastando
gue os produtores adotem medidas gerenciais simples nas suas propriedades e que
sejam geradas politicas publicas de desenvolvimento para o setor (MINAS GERAIS,
2007).

Dados mostram que em termos de geracdo de emprego, uma elevacéo de
demanda final por produtos lacteos em R$ 1 milh&o, gera anualmente 195 empregos
permanentes no setor, suplantando setores importantes como o automobilistico, a
construcao civil, a siderurgia e a industria téxtil (MINAS GERAIS, 2007).

3.1.4 Métodos de anédlise para avaliacao do PIQ

InvestigacGes em ciéncia e tecnologia de alimentos, quer na industria
alimenticia, agéncias governamentais ou universidades, sempre requerem
determinacdo de caracteristicas dos alimentos (composi¢cao quimica, propriedades
fisicas e sensoriais), as quais sao utilizadas para responder questfes especificas
para fins de regulamentacdo e controle da qualidade. A exatiddo e precisdo na
analise quantitativa e qualitativa dos lipidios em alimentos sdo fundamentais para a
confiabilidade da rotulagem nutricional, para determinacdo dos padrdes de qualidade
e para assegurar especificacdes de producéo. A falta de precisdo nas analises pode
causar prejuizos para a indastria e resultar em produtos de qualidade e
funcionalidade indesejaveis (NIELSEN, 2010).
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O teor de lipideos totais de um alimento € comumente determinado por
métodos que empregam extracdo com solvente organico ou por hidrélise acida ou
alcalina. A precisdo dos métodos diretos de extracdo com solventes (ou seja, sem
acido prévio ou hidrélise alcalina) depende muito da solubilidade dos lipidios no
solvente utilizado e da capacidade de separar os lipidios complexados com outras
macromoléculas. O conteludo lipidico de um alimento determinado pela extracéo
comum com solvente pode diferir bastante se utilizados solventes de polaridades
diferentes. Alguns lipideos ocorrem como complexos de lipoproteinas e
lipopolissacarideos em alimentos. Portanto, para a analise desses compostos sao
necessarias etapas prévias, como, por exemplo, hidrélise, para quebra das ligacdes
com os carboidratos e proteinas e consequente separacdo da fracdo lipidica. Além
dos métodos de extracdo com solvente, existem também os métodos instrumentais
que utilizam propriedades fisicas e quimicas de lipidios em alimentos para a
determinacao do teor de gordura (NIELSEN, 2010).

De acordo com a Portaria N° 146 de 07 de marco de 1996, que define o PIQ
para o leite em po, este produto pode ser classificado de acordo com o conteudo de
matéria gorda em integral (maior ou igual a 26,0 %), parcialmente desnatado (entre
1,5 e 25,9 %) e desnatado (menor que 1,5 %), sendo o método de Rose-Gottlieb
referenciado para analise deste requisito (MAPA, 1996). Na Instrucdo Normativa N°
68 de 12 de dezembro de 2006, na qual sdo definidos os métodos analiticos oficiais
fisico-quimicos para controle de leite e produtos lacteos € descrito o método
butirométrico para leite em pé desidratado, além do método de Rose-Gottlieb
(MAPA, 2006). Esta IN estd em fase de revisdo, com o principal propésito de
padronizacdo dos métodos em relacdo aqueles normalizados pela International
Standard Organization (ISO) e International Dairy Federation (IDF) (comunicacéo
pessoal, F. S. COELHO & E. G. ESTEVES, MAPA, 2012). Conforme publicacdes da
ISO e IDF, os métodos de Rose-Gottlieb (ISO, 2008 a) e Gerber (ISO, 2008 b,c; ISO,
2009) séao considerados de referéncia e de rotina para determinagdo gordura em
leite desidratado, respectivamente.

O método de Roese-Gottlieb baseia-se no uso de hidréxido de aménio para
solubilizar a caseina, neutralizar a acidez e reduzir a viscosidade; no alcool etilico
para quebrar a emulsdo gordura-caseina e na mistura éter etilico-éter de petréleo
para extrair a gordura. Esta mistura € mais eficaz na extracdo de diferentes lipideos,
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com hidrofobicidades diferentes. O éter de petroleo é usado, ainda, para diminuir a
solubilidade das substancias nao lipidicas, sollveis no éter etilico. A gordura assim
extraida é determinada gravimetricamente (MAPA, 2006). Esse método é muito
utilizado para amostras umidas ou liquidas (NIELSEN, 2010).

O método butirométrico baseia-se na separacdo e quantificacdo da gordura
por meio do tratamento da amostra com acido sulfarico e alcool isoamilico. O acido
dissolve as proteinas que se encontram ligadas a gordura, diminuindo a viscosidade
do meio, aumentando a densidade da fase aquosa e fundindo a gordura, devido a
liberacdo de calor proveniente da reacdo, o que favorece a separacdo da gordura
pelo extrator (alcool amilico). A leitura é feita na escala do butirbmetro, apoés
centrifugagéo e imersdo em banho-maria (MAPA, 2006; NIELSEN, 2010). No caso
do leite, esse método é bastante utilizado, visto que a emulsdo de 6leo em agua
pode ser quebrada e o filme protéico removido antes da determinacdo volumétrica
da gordura separada (POMERANZ & MELOAN, 1994).

O método de extracdo Soxhlet € um método de determinagdo da gordura
bruta em diversos produtos alimenticios. No entanto, este método requer amostra
seca para extracdo com éter etilico ou de petroleo. Comparados com a analise do
teor de gordura pelo método de cromatografia gasosa da AOAC 996,06, os trés
métodos Goldfish, Soxhlet, e Roese-Gottlieb sdo mais rapidos e mais baratos
(NIELSEN, 2010).

A determinacdo da umidade consiste uma das analises mais importantes
realizadas em alimentos e, ainda, uma das mais dificeis de obter dados exatos e
precisos (NIELSEN, 2010).

Os métodos para determinacdo de umidade podem ser divididos em métodos
de secagem, procedimentos de destilacdo, ensaios quimicos e procedimentos
fisicos, sendo os métodos de secagem o0s mais utilizados por serem simples,
relativamente rapidos e permitirem analise simultdnea de grande numero de
amostras (POMERANZ & MELOAN, 1994).

A umidade maxima permitida para o leite em po integral é de 3,5 % enquanto
para o leite em pd semi-desnatado e desnatado é de 4,0%. Os métodos
estabelecidos pela Instrucdo Normativa N° 68 para obtencéo do extrato seco total e
desengordurado sédo o método gravimétrico, que consiste na perda da umidade e

volateis por dessecacéo entre 100 e 104 °C e pesagem do residuo assim obtido, e o
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método do Disco de Ackermann, cujo principio baseia-se na utilizacdo de
instrumento apropriado para determinar o teor de extrato seco total por meio dos
valores de densidade e do teor de gordura (MAPA, 2006). Contudo, o método
normalizado pela ISO/IDF como método de referéncia para determinacdo da
umidade em leite desidratado prevé secagem em estufa de ventilagcdo forcada a
87 °C por 5 h (IS0, 2004).

Nos métodos de secagem, a amostra € aquecida sob condi¢des especificadas
e a perda de peso € usada para calcular o teor de umidade da amostra. O teor de
umidade determinado é altamente dependente do tipo e das condi¢bes da estufa, do
tempo e da temperatura de secagem (NIELSEN, 2010).

A matéria seca que permanece ap0s a remocdo da umidade é comumente
referida como sélidos totais, de grande importancia econémica para as industrias de
alimentos, pois retardara a deterioracdo dos produtos (POMERANZ & MELOAN,
1994; NIELSEN, 2010).

No entanto, existem técnicas distintas para secagem como a secagem a
vacuo (entre 24 e 100 mm Hg), capaz de obter remocao mais eficiente da agua e
volateis sem decomposicdo e num periodo de 3 a 6 h, porém, as estufas a vacuo
necessitam de uma purga de ar seco, além de controle de temperatura e de vacuo
(NIELSEN, 2010). Na maioria dos materiais biologicos, grande parte da agua é
removida com relativa facilidade, porém, remover o ultimo 1 % é bem dificil. A agua
residual pode ser mais facilmente e mais rapidamente removida e com menores
mudanc¢as nos componentes organicos com associacdo do vacuo com outros
métodos de secagem (POMERANZ & MELOAN, 1994).

A estufa de circulagdo forcada de ar, na qual, acomoda um grande nimero de
amostras e atinge a temperatura de desidratacdo mais rapidamente depois que as
amostras s&o inseridas. E bastante precisa no controle da uniformidade da
temperatura em diferentes locais (POMERANZ & MELOAN, 1994).

A secagem por infravermelho envolve penetracdo direta de calor na amostra,
diferente dos métodos convencionais de secagem tradicionais que ocorre por
condutividade térmica ou conveccdo, sendo 0 tempo necessario de secagem
reduzido em 12-33% (POMERANZ & MELOAN, 1994; NIELSEN, 2010).

A secagem por micro-ondas € uma técnica precisa e rapida e que, permite a

alguns segmentos da industria de alimentos ajustar o teor de umidade em produtos
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alimentares antes da embalagem final. Porém, existem algumas consideracdes
guando se utiliza o micro-ondas para a determinacdo de umidade: a amostra deve
ser de tamanho uniforme; a amostra deve ser posicionada centralmente e distribuida
uniformemente, para evitar que algumas partes se queimem e outras areas nao
sofram alterac&o; e o tempo utilizado deve ser apropriado para o peso da amostra
para minimizar a perda ou ganho de umidade antes da determinacdo do peso
(NIELSEN, 2010).

A acidez tituldvel méxima estabelecida como PIQ do leite em pd é de
18 mL/10 g de sélidos néo gordurosos, sendo estabelecido pela Instrucdo Normativa
N° 68 (MAPA, 2006) um método baseado na titulacdo potenciométrica até pH 8,4 de
determinada massa de amostra reconstituida correspondente a 10 g de sélidos ndo
gordurosos (SNG), com solugdo alcalina de concentracdo conhecida. Este método é
bastante similar ao método de referéncia descrito pela ISO/IDF, prevé titulagdo com
NaOH 0,1 mol/L até pH 8,40 de massa de amostra reconstituida correspondente a
59 de SNG (ISO, 2010). Outro método descrito na Instrucdo Normativa N° 68
(MAPA, 2006) e tido como método de rotina pela ISO/IDF (IDF, 1981) baseia-se na
titulacdo de determinada massa da amostra reconstituida, correspondente a 10 g de
SNG por uma solugdo alcalina de concentracdo conhecida, utilizando como
indicador a fenolftaleina.

O indice de insolubilidade fundamenta-se na determinacdo do volume, em
mililitros, de sedimento (residuo insoltvel), obtido quando um leite em pd ou produto
lacteo em po é reconstituido e centrifugado (ISO, 2005 a; MAPA, 2006).

O método particulas queimadas descrito na IN 68 € o método Water Disc que
se fundamenta na reconstituicdo da amostra, posterior filtracdo através de discos de
algodao e comparacdo com discos padrées. O filtro é fixado num cartdo apropriado
ou folha de papel quadriculada (quadrados com cerca de 6 cm de lado, identificados
com o numero da amostra), 0s quais sao secos em atmosfera livre de particulas ou
em estufa entre 30 e 40 °C por breve periodo de tempo. Compara-se entdo o disco
seco com as fotos dos padrdes, sob luz uniforme e indireta. Quando a leitura situar-
se entre dois padrdes, a amostra € classificada de acordo com a letra mais alta
((MAPA, 2006).

Para determinacdo do teor de leite de alto tratamento térmico, apos

determinacdo da proteina total, a caseina e as proteinas do soro desnaturadas séo
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precipitadas a partir de leite em pd reconstituido utilizando cloreto de sodio.
Posteriormente, as proteinas do soro do leite ndo desnaturadas, presentes no
sobrenadante, sdo determinadas. O teor de proteina desnaturada é obtido por
diferenca. Métodos como Kjeldahl e espectrofotométricos (dye-binding ou de
complexacao com corantes) podem ser empregados (PATEL et al., 2007).

Os meétodos descritos na legislacéo brasileira para avaliacdo dos parametros
do PIQ do leite em p6 encontram-se relacionados na Tabela 10. Contudo, pode-se
observar que, como a legislacéo relacionada ao PIQ (MAPA, 1996) e aos métodos
analiticos oficiais fisico-quimicos para controle de leite e produtos lacteos (MAPA,
2006) ndo sao recentes, muitos métodos ja foram cancelados e substituidos por

publicacdes atualizadas dos organismos de normaliza¢do na area como a ISO/IDF.

Tabela 11. Métodos analiticos para avaliagdo de parametros do PIQ do leite em pd6

citados na legislacdo brasileira e publicados por organismos de normalizacéo

internacionais

Parédmetro do PIQ
Leite em P6

Método Analitico

Portaria N° 146 - PIQ
(MAPA, 1996)

Instrugdo Normativa N° 68 -
Métodos Oficiais (MAPA,
2006)

Normas ISO/IDF
Vigentes

Matéria Gorda

FIL/IDF 9C:1987 (Método
de Referéncia para leite
desidratado - Rose
Gottlieb)

Lipideos
Método A: FIL/IDF 9C:1987
(Método de Referéncia para leite
desidratado - Rose Gottlieb)

Método D: referéncias diversas
(Método butirométrico para leite
desidratado)

Método E: referéncias diversas
(Método butirométrico para leite
desidratado e creme de leite pelo

1SO 1736/IDF 009:2008
(Método de Referéncia
para leite desidratado -
Rose Gottlieb)
Cancela e substitui
FIL/IDF 9C:1987
(1SO, 2008 a)
1SO 488/IDF 105:2008,
ISO 2446/IDF 226:2008 e
1SO 11870/IDF 152:2009
(Butirométrico Gerber)
(IS0, 2008 b,c; I1SO,
2009)

Umidade

FIL/IDF 26:1982 (Método
de Referéncia para leite
desidratado - Secagem
em estufa de ventilagéo
forcada a 87 °C por 5 h)

butirdmetro de leite)

Extrato seco total e
desengordurado
Método A: FIL/IDF 21B:1987
(Método gravimétrico para leite

fluido - perda da umidade e volateis

por dessecagdo a 100-104 °C)
Método B: referéncias diversas
(Método do Disco de Ackermann -

uso de instrumento apropriado para

determinar o teor de extrato seco
total por meio dos valores de
densidade e do teor de gordura)

ISO 5537/IDF 26:2004
(Método de Referéncia
para leite desidratado -
Secagem em estufa de
ventilagdo forcada a
87 °C por 5 h)
Cancela e substitui
FIL/IDF 26:1982
(IS0, 2004)
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Tabela 12. Métodos analiticos para avaliacdo de parametros do PIQ do leite em po

citados na legislacdo brasileira e publicados por organismos de normalizacéao

internacionais (continuacéo)

Paréametro do PIQ
Leite em Po

Método Analitico

Portaria N° 146 - PIQ
(MAPA, 1996)

Instrucdo Normativa N° 68 -
Métodos Oficiais (MAPA,
2006)

Normas ISO/IDF
Vigentes

Acidez titulavel

FIL/IDF 86:1981 (Método
de Referéncia para leite
desidratado - Titulagcao

com NaOH 0,1 mol/L até

pH 8,40 de massa de

amostra reconstituida
correspondente a 5 g de
sélidos ndo gordurosos)

Método A: FIL/IDF 86:1981
(Método de Referéncia para leite
desidratado - Titulagdo com NaOH
0,1 mol/L até pH 8,4 de massa de
amostra reconstituida
correspondente a 10 g de s6lidos
néo gordurosos)

Método B: FIL/IDF 81:1981
(Método de Rotina para leite
desidratado — Titulagdo com NaOH
0,1 mol/L na presenca de indicador
fenolftaleina de massa da amostra
reconstituida, correspondente a 10
g de sélidos ndo gordurosos)

Método C: referéncias diversas
(Método de titulagdo com NaOH
0,1 mol/L na presenca de indicador
fenolftaleina de determinada massa
da amostra reconstituida)

1ISO 6091/IDF 86:2010
(Método de Referéncia
para leite desidratado -
Titulagdo com NaOH
0,1 mol/L até pH 8,40 de
massa de amostra
reconstituida
correspondente a 5 g de
sélidos ndo gordurosos)
Cancela e substitui
FIL/IDF 86:1981
(1S0,2010)

IDF 81:1981
(Método de Rotina para
leite desidratado —
Titulagdo com NaOH
0,1 mol/L na presencga de
indicador fenolftaleina de
massa da amostra
reconstituida,
correspondente a 10 g de
sélidos ndo gordurosos)
(IDF, 1981)

indice de solubilidade

FIL/IDF 81:1981 (Método
de Rotina para leite
desidratado — Titulagdo
com NaOH 0,1 mol/L na
presenca de indicador
fenolftaleina de massa da
amostra reconstituida,
correspondente a 10 g de
sélidos ndo gordurosos)*

Método Unico: FIL/IDF 129A:1988
(Determinacéo do indice de

insolubilidade para leite desidratado)

ISO 8156/IDF 129:2005
(Determinag&o do
indice de insolubilidade
para leite desidratado)
Cancela e substitui
FIL/IDF 129A:1988
(1SO, 2005 a)

Leite de alto
tratamento térmico

FIL/IDF 129A:1988
(Determinag@o do indice
de insolubilidade para
leite desidratado)*

Particulas queimadas

ADMI 916

Método A: ADMI 916 (Water Disc
para leite desidratado -

Reconstituicdo da amostra, posterior

filtrac&o em discos de algodéo e
comparagdo com discos padrdes)

*Erro identificado na portaria 146 de 1996: o método FIL 81:1981 refere-se a acidez titulavel e n&o ao indice de solubilidade e o
método FIL 129A:1988 refere-se ao indice de insolubilidade e ndo ao leite de alto tratamento térmico.

Com relagéo as cinzas, os valores ndo séo estabelecidos pelo PIQ, mas séo
importantes determinacdes para a rotulagem nutricional obrigatoria. O conteudo de
cinzas é estabelecido pelo método residuo mineral fixo que fundamenta-se na

eliminacdo da matéria organica a temperatura de 550 °C, sendo o produto obtido

denominado de residuo mineral fixo (MAPA, 2006).
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O teor de cinzas representa o conteuddo mineral total em alimentos. A
incineracdo € o primeiro passo ha preparacdo de uma amostra de um alimento para
especifica analise. Agua e compostos volateis sdo vaporizados e as substancias
organicas sédo queimadas na presenca de oxigénio do ar para dioxido de carbono e
oxidos de nitrogénio. A maioria dos minerais sao convertidos em oOxidos, sulfatos,
fosfatos, cloretos e silicatos. A incineracédo seca convencional é realizada em muflas,
e apresenta a vantagem de ser um método seguro, ndo requerer adicdo de
reagentes ou subtracdo em branco, e de demandar pouca atencdo uma vez que a
incineracdo tenha sido iniciada. Além disso, um grande numero de cadinhos pode
ser tratado de uma s6 vez e as cinzas resultantes podem ser utilizadas
adicionalmente em outras andlises para a maioria dos elementos individuais
(NIELSEN, 2010).

3.1.5 Estudos de embalagens para estabilidade de leite em p6

A estabilidade é uma caracteristica extremamente desejavel em alimentos. Ao
adquirir um produto, o consumidor deseja que ele mantenha a sua qualidade pelo
maior tempo possivel, tanto do ponto de vista sensorial, quanto do microbioldgico.
Termodinamicamente, um material estavel € aquele que se encontra em equilibrio
com as condicbes de temperatura e pressdo do ambiente, de forma que ele ndo
apresente alteracdes em seu estado fisico ao longo do tempo (LEITE et al., 2005).

A vida de prateleira de leite em po6 integral depende claramente do tratamento
de pré-aquecimento do leite, da atividade de 4gua do produto e da temperatura de
armazenamento (STAPELFELDT et al., 1997).

Apenas o conhecimento do teor de umidade ndo é suficiente para predizer a
estabilidade de um alimento. A disponibilidade da &gua para a atividade
microbioldgica, enzimatica ou quimica é que determina a vida de prateleira de um
alimento, e isso € medido pela atividade de agua (A,), também conhecida como
pressao de vapor relativa (PVR) (FELLOWS, 2006).

Uma proporgéo do total de agua esta fortemente ligada a pontos especificos
(grupos hidroxila de polissacarideos, grupos carbonila e amino de proteinas e pontes
de hidrogénio) e, quando todos esses pontos estdo ocupados por agua absorvida, o
teor de umidade é chamado de valor de monocamada de BET (Brunauer-Emmett-
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Teller), o que acontece com o leite integral seco em secador de spray, cujo teor de
umidade é préximo a 3 % (FELLOWS, 2006).

O valor de monocamada de BET representa o teor de umidade no qual o
alimento estd em seu estado mais estavel. Em teores de umidade abaixo desse
nivel, ocorre uma maior taxa de oxidacao lipidica, devido a concentracdo dos
catalisadores, hidroperoxidos e maior acdo dos radicais livres. Acima do valor de
monocamada de BET, antioxidantes e agentes quelantes (que sequestram
catalisadores de metal residual) tornam-se sollveis e reduzem a taxa de oxidacao.
Em valores de A, mais altos, a atividade catalitica dos metais € reduzida por
hidratacdo e formacado de hidroxidos, porém, em valores muito altos, catalisadores
de metal tornam-se sollveis, e a estrutura do alimento incha-se para expor pontos
mais reativos (FELLOWS, 2006).

Em A, baixa, a mobilidade dos reagentes é restrita e 0 escurecimento por
Maillard é reduzido. J& em A, mais altas (0,65), ele atinge seu maximo, sendo que,
em A, elevadas (acima de 0,75) a &gua dilui os reagentes e a taxa de escurecimento
cai. A atividade enziméatica praticamente cessa em valores de A, abaixo do valor de
monocamada de BET, devido a baixa mobilidade do substrato e sua inabilidade para
difundir-se até o ponto reativo da enzima (FELLOWS, 2006).

A autoxidacdo da gordura é uma reacao quimica que afeta os acidos graxos
insaturados livres ou esterificados, sendo o0s principais produtos da reacdo 0s
hidroperoxidos. Apesar de ndo possuirem aroma, sdo instaveis e degradam-se
formando numerosas substancias, como carbonilas insaturadas de C-6 e C-11,
aldeidos, cetonas e alguns &cidos e &alcoois, provocando ranco. Essa reacdo
depende de oxigénio, sendo catalisadas pela luz, pelo calor e por metais como ferro
e cobre (ORDONEZ et al., 2005).

Para aumentar a vida 0til de alimentos processados como o leite em po, as
embalagens devem fornecer protecdo contra a acdo de agentes externos como
umidade, oxigénio (GALIC et al., 2011), luz, danos mecéanicos durante 0 manuseio,
estocagem e transporte, microrganismos, insetos e sujidades (FELLOWS, 2006).
Tradicionalmente, o leite em po6 integral, desnatado e modificado tem sido
acondicionado em embalagens metalicas (ALVES et al., 2008).

As embalagens metalicas flexiveis podem ser revestidas externamente por

filmes de politereftalato de etileno (PET), PET revestido com copolimero de
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policloreto de vinilideno (PVDC) ou metalizado, poliamida orientada (OPA) e
polipropileno biorientado (BOPP). JA a camada interna pode ser composta de
polietileno de baixa densidade linear (PEBDL), polietiieno de baixa densidade
(PEBD), copolimero de etileno acetato de vinila (EVA), metaloceno ou polipropileno
(PP). A folha de aluminio também pode ser incorporada a estrutura para aumentar a
barreira a gases, além de proporcionar rigidez, barreira ao vapor d’agua e a luz
(COLTRO et al., 2002).

As embalagens contendo PET metalizados e BOPP apresentam boas
propriedades mecanicas e de barreira a gases e a umidade e, portanto, sao
excelentes opcdes para conferir propriedades de barreira a materiais laminados com
espessura total reduzida (OLIVEIRA et al., 2011).

Dependendo das condi¢Bes reacionais e do sistema catalitico empregado na
polimerizacao, cinco tipos diferentes de polietiieno podem ser produzidos: PEBD,
PEBDL, polietiieno de alta densidade (PEAD), polietileno de ultra alto peso
molecular (PEUAPM), polietileno de ultra baixa densidade (PEUBD). O PEBD tem
uma combinagdo Unica de propriedades: tenacidade, alta resisténcia ao impacto,
alta flexibilidade, boa processabilidade, estabilidade e propriedades elétricas
notaveis. A permeabilidade a agua do PEBD ¢€ baixa quando comparada a de outros
polimeros (COUTINHO et al., 2003).

A gordura presente no leite em pd integral (minimo de 26 %) reage
rapidamente com o oxigénio disponivel no interior da embalagem, numa reagdo em
cadeia que pode ser favorecida pela acdo catalitica da luz. Ha formacédo de
peréxidos e de produtos de sua decomposicdo, que dao origem a compostos
volateis responséaveis pelo sabor e odor rancosos que comprometem a qualidade
sensorial do produto. Para controlar esse processo oxidativo deve-se evitar a
incidéncia de luz e a presenca de oxigénio no interior da embalagem (atmosfera
inertizada) (ALVES et al., 2008).

CAMPOS et al. (1998) utilizaram embalagens metélicas flexiveis, constituidas
de verniz, tintas, poliéster, metalizacdo, adesivo e filme de polietilieno de baixa
densidade (PEBD), para leite em pd, empregando atmosfera normal e modificada
(inertizacdo de nitrogénio com cerca de 1 e 4 % de oxigénio residual), durante 12
meses de armazenamento. Aumento da acidez e da umidade foi observado com o

tempo de estocagem, provavelmente, devido as reacdes quimicas de oxidacdo do
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produto e a taxa de permeabilidade ao oxigénio pela embalagem. Com relacédo ao
processo oxidativo, os niveis de peroxidos, atingiram pico maximo aos 120 dias de
armazenamento e decairam até os niveis da fase inicial, aos 365 dias. Nao houve
diferencga significativa nos valores de acidez, umidade e peroxidos para os diferentes
tratamentos empregados. Desta forma, os autores concluiram que nao houve
necessidade de inertizagdo com nitrogénio nesse tipo de embalagem, sob
temperatura ambiente e umidade relativa médias de 18,21°C e 79,6 %,
respectivamente, num periodo de 12 meses.

ALVES et al. (2000) estudaram trés tipos de materiais flexiveis para
cappuccino: PET/PEBD/AI (aluminio)/PEBD; PET metalizado de alta barreira (PET
metAB)/PEBDL (polietileno de baixa densidade linear) e PET metalizado/PEBDL, em
sachet convencional e stand up. Foi evidenciado que a substituicdo de laminado
com folha de aluminio, que apresenta excelente barreira ao vapor d’agua, por
estruturas de PET metalizado, s6 seria viavel se fossem aceitos maiores teores de
umidade no final da vida util. O periodo de vida util do cappuccino em embalagem
sachet estrutura PET met AB/PEBDL, a 30 °C e 80 %UR, foi de oito a nove meses
para o cappuccino tradicional e superior a um ano para o cappuccino diet.

ROMEU-NADAL et al. (2007) analisaram trés diferentes formulas de leite em
pd, uma sem suplementacdo de &cidos graxos e as outras duas com diferentes
niveis de suplementacdo de acidos graxos poliinsaturados (PUFA), acondicionadas
em embalagens de aluminio de 400 g inertizadas com nitrogénio e avaliaram a
estabilidade a oxidacdo da fracédo lipidica. As formulas foram armazenadas em
temperaturas controladas (25 e 37 °C) durante 15 meses. A validade do leite em p6
integral foi afetada pelo conteldo de &acidos graxos poliinsaturados, temperatura e
tempo de armazenamento. A relativa estabilidade das férmulas foi medida como
hidroperoxidos, tempo lag dos compostos volateis e analise sensorial. A formula sem
suplementacdo apresentou melhor estabilidade a 25°C seguida da férmula
suplementada com 0,83 e 0,47 % de n-3 e n-6 PUFA, respectivamente. As formulas
suplementadas com 27,8 e 3,51 % de n-3 e n-6 PUFA, respectivamente, obtiveram a
menor estabilidade, sendo que as embalagens armazenadas a 37 °C tiveram
alteracdes maiores que aquelas armazenadas a 25 °C.

ALVES et al. (2008) compararam o desempenho de dois tipos de estruturas

flexiveis: PET metalizado/PEBD e PET/polipropileno biorientado (BOPP)
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metalizado/PEBD, em relacdo a embalagem metalica (lata de aco), quanto a
manutencdo da qualidade de leite em po integral durante estocagem em trés
condi¢gbes controladas de temperatura e umidade relativa. A embalagem metalica
apresentou melhor desempenho, ou seja, o produto se manteve aceitavel durante 12
meses, independente da condicdo de estocagem. Os resultados indicaram que a
estrutura flexivel PETmet/PEBD ofereceu melhor protecéo ao leite em po integral na
condicdo de estocagem com baixa umidade relativa (50 a 75 %), enquanto a
embalagem PET/BOPPmet/PEBD apresentou melhor desempenho sob condi¢cao
ambiente com umidade relativa elevada (75 a 90 %).

FONSECA (2010) avaliou o efeito do tempo de armazenamento nas
caracteristicas microbioldgicas, fisico-quimicas, bioguimicas e fisicas tanto do leite
de cabra in natura como do leite de cabra em po, além dos efeitos sobre a qualidade
e estabilidade deste utilizando embalagens do tipo pouche (bolsa com mudltiplas
camadas de material laminado e flexivel, com 3 a 4 soldas). As embalagens eram
compostas por poliester (PET) metalizado e tereftalato de etileno (Poli) 45,
densidade de 70 g/m?, com aplicacdo de vacuo e atmosfera modificada para o leite
em po6, armazenadas em estufa a 25 °C, por até 180 dias. Houve uma reducao
significativa da quantidade de gordura, embora nédo tenha sido observado efeito na
umidade durante o periodo de armazenamento, sugerindo que a embalagem flexivel

utilizada foi eficiente como barreira ao vapor d’agua do ambiente.
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3.2 MATERIAIS DE REFERENCIA

3.2.1 Sistemas de gestdo de qualidade em laboratérios (SGQ)

Para garantir o fornecimento de produtos e servicos com eficiéncia, sem
falhas e com perdas progressivamente menores € essencial a implementacédo de
SGQ nas organizacdes (RODRIGUES & ALBANO, 2011).

A qualidade, enquanto conceito, evoluiu da adequacdo ao padrdao para a
adequacao as necessidades dos clientes. Naturalmente, que a GQ acompanhou
esta evolucao e deixou de ser direcionada ao “chao da fabrica”, passando a envolver
todos os processos da organizacdo. Assim, a gestdo pela qualidade total tornou-se
uma importante opcao para as organizagdes conquistarem vantagens competitivas
(MARTINS & NETO, 1998). A GQ abrange as ac0es utilizadas para dirigir e controlar
a qualidade de uma organizacdo, no que diz respeito a qualidade (ABNT, 2005 b),
incluindo a determinacéo de uma politica e de objetivos da qualidade, com o uso de
indicadores e metas (CHAVES, 2010).

Desta forma, os oito principios que servem como base para as normas de
SGQ sdao: foco no cliente, lideranca, envolvimento das pessoas, abordagem de
processo, abordagem sistémica para a gestdo, melhoria continua, abordagem
factual para tomada de decisdo e beneficios muatuos nas relacbes com o0s
fornecedores (ABNT, 2005 b).

Informacdes analiticas sdo pré-requisitos para conclusdes e tomadas de
decisdo em todas as areas de investigacao cientifica. Em particular, nas pesquisas e
ciéncias regulamentares, incluindo aquelas que lidam a longo prazo com estudos
nutricionais, toxicolégicos e ambientais, requerendo a intercomparabilidade dos
dados entre laboratorios (IHNAT, 2000).

O valor das medi¢Bes quimicas depende do nivel de confiangca que pode ser
estabelecido nos resultados. De maneira crescente, a comunidade de analistas
guimicos esta adotando principios de SGQ, que elevam a possibilidade de obtencéo
de resultados bem fundamentados e adequados ao fim pretendido. Um SGQ
apropriado pode permitir que um laboratério demonstre competéncia técnica para

um determinado escopo analitico Contudo, é importante que tanto os laboratorios
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guanto seus clientes entendam que um SGQ nédo pode garantir que 100 % dos
resultados individuais sejam confiaveis. Existem duas razbes para isto: i)
lapsos/erros grosseiros que podem ocorrer, quando, por exemplo, os resultados de
duas amostras forem confundidos; ii) erros aleatdrios e sistematicos, que levam a
incerteza no resultado medido. A probabilidade de um resultado se situar dentro da
faixa de incerteza declarada depende do nivel de confianca empregado. Desta
forma, mesmo em um laboratério bem organizado, desvios nos resultados irdo
ocasionalmente ocorrer. Assim, tarefa do SGQ é administrar a freqiiéncia das falhas
de qualidade. E necessario equilibrar o custo da GQ com o beneficio na reducdo das
falhas de qualidade a um nivel aceitavel (diferente de zero) (CITAC/EURACHEM,
2002).

Principios de SGQ sao formalizados em normas especificas para laboratorios,
como: a ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005 b) aplicavel a laboratérios de prestacdo de
servicos; a NM ISO 15189 (ABNT, 2008) especifica para laboratorios de prestacao
de servigcos na area clinica; e a norma de Boas Préaticas de Laboratérios (BPL) que
abrange processos organizacionais e as condi¢cdes nas quais estudos ndo clinicos
de salde e de seguranca ao meio ambiente sdo planejados, desenvolvidos,
monitorados, registrados, arquivados e relatados (INMETRO, 2009). Estas normas
representam a sintese da experiéncia acumulada em todo o mundo em avaliacdes e
na demonstracdo da competéncia de laboratérios e contém requisitos de direcdo e
técnicos que devem ser atendidos pelos laboratérios para implementacdo e
manutencdo de um SGQ laboratorial adequado.

A ISO/IEC 17025, por exemplo, tem como requisitos de dire¢do: organizacao;
sistema de gestdo; controle de documentos; andlise de pedidos, propostas e
contratos; subcontratacdo; aquisicfes; atendimento ao cliente; reclamacdes; controle
de trabalhos ndo-conformes; melhoria; aces corretivas; acdes preventivas; controle
de registros; auditorias internas; e analise critica pela dire¢do. Os requisitos técnicos
abordados nesta norma s&o: pessoal; acomodacdes e condicdes ambientais;
métodos e validacdo de métodos; equipamentos; rastreabilidade da medigé&o;
amostragem; manuseio de itens (amostras); garantia da qualidade de resultados; e
apresentacao dos resultados (ABNT, 2005 b). Todos os requisitos exigidos pela
norma sao tidos como essenciais e estdo integrados no ambito de SGQ dos

laboratérios e de processos de acreditagdo. Desta forma, embora os objetivos
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especificos de ferramentas como validacdo de métodos, controle de qualidade
interno e participacdo em programas de comparacao interlaboratorial ou ensaios de
proficiéncia sejam diferentes, estas ferramentas possuem caracteristicas
complementares no processo de garantia da confiabilidade e comparabilidade dos

resultados.

3.2.2 Defini¢des e aplicacdes

A constante busca em garantir a qualidade e confiabilidade de uma medicao
obtida por meio de ensaios analiticos € o alvo prioritario dos laboratérios nos dias de
hoje (CARDOSO et al., 2010). Neste contexto, o desenvolvimento de sistemas de
controle de qualidade pelos laboratérios pode ajudar a garantir a validade da
medicdo analitica e a qualidade dos dados, aumentando a confiabilidade
(PUWASTIEN et al., 2009). Uma ferramenta indicada para este objetivo € o uso de
MR ou MRC, que apresentam como caracteristicas essenciais homogeneidade e
estabilidade conhecida (CARDOSO et al., 2010).

MR é um material ou substancia que tem um ou mais valores de propriedades
gue sao suficientemente homogéneos e bem estabelecidos para ser usado na
calibracdo de um aparelho, na avaliacdo de um método, na atribuicdo de valores a
materiais (ABNT, 2011), e para fins controle de qualidade interno e garantia da
qualidade externa (ensaios de proficiéncia) (INMETRO, 2010).

Os MR podem ser caracterizados para “identidade” (ex: estrutura quimica,
tipo de fibra, espécies microbioldgicas, etc.) ou para “valores de propriedades” (ex:
quantidade de substancia quimica especifica, dureza, etc.). Alguns tipos de materiais
de referéncia comumente encontrados séo: i) substancias puras caracterizadas para
pureza quimica e/ou tracos de impureza; ii) solu¢cdes padrdo e misturas gasosas,
freqientemente preparadas gravimetricamente a partir de substancias puras e
usadas para fins de calibracdo; iii) materiais de referéncia em matrizes,
caracterizados para a composi¢cdo de componentes quimicos principais, secundarios
ou elementos-traco. Tais materiais podem ser preparados a partir de matrizes
contendo os componentes de interesse ou através da preparacdo de misturas
sintéticas; iv) materiais de referéncia fisico-quimicos caracterizados para

propriedades tais como ponto de fuséo, viscosidade e densidade Optica; v) objetos
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ou artefatos de referéncia caracterizados para propriedades funcionais tais como
sabor, odor, octanagem, ponto de fulgor e dureza. Este tipo também inclui
espécimes microscépicos caracterizados para propriedades que vao de tipo de fibra
a espécimes microbioldgicos (INMETRO, 2010).

MRC, como o préprio nome ja diz, € um MR acompanhado por um certificado,
com um ou mais valores de propriedade, certificado por um procedimento que
estabelece sua rastreabilidade a obtencdo exata da unidade na qual os valores da
propriedade sdo expressos, com cada valor certificado acompanhado por uma
incerteza para um nivel de confianca estabelecido (ABNT, 2011).

Na avaliacdo da veracidade utilizando um MRC, os valores obtidos pelo
laboratorio, média e o desvio padrdo de uma série de ensaios em replicata, devem
ser comparados com o valor da incerteza estimada no certificado do material.
Quando o valor obtido ndo estiver dentro do intervalo da incerteza indicado para o
valor certificado, o laboratério deve procurar as causas desse desvio e tentar
elimina-las ou aceita-las, dependendo do critério definido para os resultados. E,
portanto, necessario que haja uma incerteza associada ao valor estabelecido para o
MRC para caracterizar a qualidade de um resultado de uma medicdo (SANTOS et
al., 2005). Os valores de propriedade ou valores certificados dos MRC devem ser
rastredveis ao Sistema Internacional de Unidades (Sl), sempre que viavel. A
rastreabilidade é, no entanto, um conceito relativamente novo no campo de
medi¢cdes quimicas e como consequUéncia poucos MR quimicos sédo explicitamente
rastredveis ao Sl. Uma hierarquia de métodos &, no entanto, usada para atribuir
valores de propriedade a materiais (método primario, método de tendéncia
conhecida, métodos independentes ou comparacao interlaboratorial) e, mesmo que
nao esteja declarada, a rastreabilidade pode ser obtida (INMETRO, 2010).

Os MR podem produzir os resultados esperados se estiverem aliados ao
conhecimento correto de sua utilizacédo, aplicacdes e limitagcdes. Muitas vezes, 0 Uso
de MR nao é adequado, em virtude principalmente de falta de conhecimento dos
usuarios, podendo-se citar: i) a utilizacdo do MRC em uma faixa de concentragédo do
analito diferente da faixa de aplicagdo do método; ii) utilizagdo do MRC de matriz
analitica diferente do escopo analitico; e iii) utilizacdo do MRC em técnicas analiticas
nao recomendadas. Somente com o0 conhecimento adequado dos conceitos

metrologicos e estatisticos, aliados a complexidade da quimica analitica é que os
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analistas quimicos poderdo ter o completo dominio das medi¢cdes quimicas e das
suas fontes de incertezas, para realizarem operacdes que realmente agreguem valor
as analises em termos de resultados mais precisos e exatos (ALVES & MORAES,
2002).

3.2.3 Disponibilidade - matrizes alimentares e leite em po

Existe um numero cada vez maior de produtores de MR e a demonstracéo de
sua competéncia cientifica e técnica constitui requisito basico para garantir a
qualidade dos materiais. A demanda por materiais de melhor qualidade esta
aumentando como consequéncia da maior precisdo dos equipamentos de medicao e
da necessidade de dados mais exatos e confiaveis nas disciplinas cientificas e
tecnologicas. Alguns MR anteriormente aceitos podem néo atender a requisitos mais
rigorosos. Portanto, é necessario ndo apenas que o0s produtores fornecam
informacdes sobre seus materiais na forma de relatérios, certificados e declaracdes,
mas também que demonstrem sua competéncia na producdo de materiais de
qualidade apropriada (ABNT, 2004 b).

Infelizmente, ndo existem MRC ou MR para todas as andlises quimicas
realizadas atualmente em laboratérios. Somente estdo disponiveis materiais para as
técnicas analiticas mais rotineiramente empregadas e para um numero muito
pequeno de matrizes (SANTOS et al., 2005). Neste contexto, a demanda por
materiais ainda excede a oferta em termos da variedade de materiais e
disponibilidade. sendo importante, portanto, que 0s usuarios € 0s organismos de
acreditacdo estejam atentos a quaisquer limitagbes dos materiais de referéncia
empregados (INMETRO, 2010).

A incorporacdo de materiais de composicdo similar dentro do esquema de
analise é um componente essencial de custo-beneficio para programas de controle
de qualidade, permitindo a transferéncia de exatidao por métodos de referéncia bem
definidos para o laboratoério. Desta forma, em todo mundo, tem aumentado a énfase
na qualidade e intercomparabilidade de dados e na harmonizagdo de métodos, com
necessidade de materiais confiaveis como parte integrante do controle da qualidade
(IHNAT, 2000).
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Do ponto de vista analitico, os alimentos constituem matrizes muitas vezes
complexas e dificeis, com espécies quimicas importantes que variam
significativamente em suas concentragoes (de tracos a componentes principais). O
principal fator limitante para o uso de MRC em laboratérios de analises de alimentos
€ a sua disponibilidade restrita, considerando as diversas possibilidades de
combina¢cBes de analitos / niveis de concentracdo / matrizes a serem analisados
(EMONS et al., 2006).

Especificamente, o leite representa um material heterogéneo, cuja
composicdo é altamente afetada por fatores genéticos e ambientais. Além disso, o
leite e seus derivados constituem sistemas biol6égicos muito instaveis, que durante o
processamento e armazenamento passam por uma variedade de modificagcdes
quimicas, bioldgicas e fisicas, as quais muitas vezes ndo sao facilmente previsiveis.
Essas reacdes envolvem mudancas em um ou mais componentes que devem ser
cuidadosamente considerados no estabelecimento da autenticidade de produtos
lacteos. Falta de experiéncia na andlise de produtos lacteos é outro ponto critico que
pode afetar muito a confiabilidade do controle analitico, mesmo quando métodos
consolidados sdo adotados. Assim, a necessidade de MR ou MRC surge
principalmente da necessidade de garantir a confianca suficiente em cada etapa do
procedimento analitico, desde ao preparo das amostras até a interpretacdo dos
resultados (NONI, 2004).

Poucos MR séo produzidos no mundo relacionados a matriz leite, o que
sinaliza para a urgente demanda de esfor¢cos econémicos e analiticos no sentido de
preparar novos materiais que representem as principais ferramentas analiticas de
avaliacdo de qualidade e autenticidade de leite e produtos lacteos (NONI, 2004).

N&do ha MR ou MRC disponivel de provedor nacional para leite em p6 para
qualquer escopo analitico. Na Tabela 11 estdo relacionados os MR ou MRC da
matriz leite em po6 disponiveis nos principais produtores internacionais. O Food
Analysis Performance Assessment Scheme (FAPAS) possui MR para &acido
cianurico e melamina, nitrito e centesimal (umidade, cinzas, gordura total, nitrogénio,
acidez titulavel e lactose) em leite em p6. O National Institute of Standards and
Technology (NIST) disp6e de MRC de leite em p6 para minerais e lactose, enquanto
o Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM) possui MRC para

minerais, bifenil policlorados (PCB), dioxinas, agrotéxicos, aflatoxina M1 e
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parametros da composi¢cao nutricional. Desta forma, atualmente, somente o IRMM
possui MRC e o FAPAS possui MR para parametros de PIQ e/ou de composicao
nutricional de leite em po.

Dentre o0s treze materiais para leite em po6 disponiveis em provedores
internacionais, 23,1 % sao de minerais, 15,4 % de agrotoxicos, 7,7 % de dioxinas,
7,7 % de PCB, 7,7 % de aflatoxina, 7,7 % de proteina e gordura, 7,7 % de proteina,
gordura, lactose e cinzas, 7,7 % de &cido cianurico e melamina, 7,7 % de nitrito, e
7,7 % de umidade, cinzas, gordura total, nitrogénio, acidez titulavel e lactose, sendo
os trés ultimos MR, ou seja, sem incertezas declaradas. Portanto, existem poucos
materiais disponiveis para a matriz leite em p0, sendo apenas dois MRC disponiveis
que possuem certificacdo para parametros do PIQ e composicdo centesimal -
proteina, gordura, lactose e cinzas.

Apenas o IRMM declara a embalagem utilizada no acondicionamento dos
materiais, ou seja, dos nove MRC produzidos pelo IRMM, 22,2% sao
acondicionados em frascos de vidro, 55,6 % em frascos de vidro ambar (11,1 % com
atmosfera de nitrogénio) e 22,2 % em ampolas de vidro com atmosfera de argonio.
Com relacdo a temperatura de armazenamento, apenas o FAPAS disponibiliza essa
informacé&o. Portanto, dos trés MR produzidos por este provedor, 66,7 % devem ser
armazenados a temperatura de -20°C e 33,3% a temperatura ambiente

(composicéo centesimal).
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Tabela 13. Materiais de referéncia para a matriz leite em p6 de provedores internacionais

Valores A ¢ Di ibili
Material Provedor  Matriz Parametros Certificados e presenta Isponibiil Preco
Incerteza §a0 dade
SRM 1549 NIST Leite em  Célcio (%) 1,30 £0,05 100 g Disponivel U$ 392,00
pé Cloro (%) 1,09 +0,02
desnata  Magnésio (%) 0,120 + 0,003
do Fosforo (%) 1,06 +0,02
Potassio (%) 1,69 +0,03
Sédio (%) 0,497 +0,010
Enxofre (%) 0,351 + 0,005
Cadmio (mg/kg) 0,0005 + 0,0002
Cloro (mg/kg) 0,0026 + 0,0007
Cobre (mg/kg) 0,7 +0,1
lodo (mg/kg) 3,38 £ 0,02
Ferro (mg/kg) 1,78 +0,10
Chumbo (mg/kg) 0,019 + 0,003
Manganés (mg/kg) 0,26 + 0,06
Mercurio (mg/kg) 0,0003 +0,0002
Selénio (mg/kg) 0,11 +0,01
Zinco (mg/kg) 46,1 +2,.2
Aluminio (mg/kg) 2
Molibdénio (mg/kg) 0,34
Antimonio (mg/kg) 0,00027
Rubidio (mg/kg) 11
Arsénio (mg/kg) 0,0019
Silicio (mg/kg) <50
Bromo (mg/kg) 12
Prata (mg/kg) <0,0003
Cobalto (mg/kg) 0,0041
Estanho (mg/kg) <0,02
Flaor (mg/kg) 0,20
Lactose (%) 49 ou 45*
T3034 FAPAS Leiteem  Melamina (mg/kg) 2,42 (1,74-3,10)* 509 Disponivel até 27,00 GPB
pé Acido ciantrico (mg/kg) 3,05 (2,23-3,88)** 28/04/13
T1583 FAPAS Leite em  Nitrito como Nitrito de 10,9 (8,5-13,4)* 40 g Disponivel até
pé Sédio (mg/kg) 28/09/2013 90,00 GPB
T25103 FAPAS Leite em  Umidade (g/100g) 3,19 (2,84-3,55) 5049 Disponivel até
pé Cinzas (g/100g) 5,94 (5,78-6,09) 01/02/2014 45,00 GPB
Gordura total (g/100g) 22,50 (21,15-
Nitrogénio (g/100g) 23,86)
Acidez Titulavel 4,36 (4,21-4,52)
(9/100g) 1,07 (0,88-1,27)
Lactose (g/100g)
39,49 (36,97-42,0)
BCR-063R IRMM Leite em  Calcio (g/kg) 13,49 +0,10 Frascos de Catalogo de
pé Coro (g/kg) 9,94 + 0,30 vidro com 2013 _
desnata  Cobre (mg/kg) 0,602 + 0,019 50 g de
do Ferro (mg/kg) 2,32+0,23 material em
lodo (mg/kg) 0,81+0,05 po
Potassio (g/kg) 17,68 +0,19
Magnésio (g/kg) 1,263 + 0.024
Nitrogénio (total) (g/kg) : P
P 62,3+0,8
Sodio (g/ka) 4,37 +0,031
Fosforo (g/kg) e
Chumbo (ug/kg) 11,10+ 0,13
Zinco (mg/kg) 18,527
49.0+0,6
BCR-450 IRMM Leite em  Bifenil policlorados Frascos de Catélogo de
pé (PCB) (ug/kg) vidro ambar 2013 i
52 1,16 £ 0,17 com 20 g de
118 33+04 material
153 19,0+0,7
156 1,62 + 0,20
170 4,8+0,6
180 11,0+£0,7
Continua
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Tabela 11. Materiais de referéncia para a matriz leite em po de provedores internacionais

(continuacéo)

Valores Apresenta  Disponibili
Material Provedor  Matriz Parametros Certificados e presenta b = Preco
Incerteza &40 dade
BCR-607 IRMM Leite Dioxinas (ng/kg) Frascos de  Catélogo de
empé 2,3,7,8-T4CDD (D48) 0,25+ 0,03 vidro &mbar 2013 .
com 100 g
1,2,3,7,8-PsCDD (D54) 0,79 + 0,04 de material
1,2,3,4,7,8 - Hs«CDD
(D66) 0,42 0,07
1,2,3,6,7,8 - HeCDD
(D67) 0,98 +0,11
1,2,3,7,8,9 - HeCDD
(D70) 0,34 + 0,05
2,3,7,8 - T«CDF (F83)
1,2,3,7,8 - PsCDF (F94) 0.05+0,03
2,3,4,7,8 - PsCDF
(F114) 0,054 + 0,013
1,2,3,4,7,8 - HeCDF
(F118) 1,81+0,13
1,2,3,6,7,8 - HeCDF
(F121) 0,94 +£0,04
2,3,4,6,7,8 - HsCDF
1,07 +0,05

ERM- IRMM Leite  Aflatoxina M1 (ng/kg) Frascos de  Catélogo de

BD282/283/ emp6é  Nivel zero <0,02 vidro ambar 2013 R

284 inte- Nivel baixo 0,111 + 0,018 com 3049
gral Nivel alto 0,44 £ 0,06 de material

(atmosfera
de
nitrogénio)

BCR-150 IRMM Leite Céadmio (ng/g) 218+14 Frascos de  Catélogo de
empé  Cobre (ug/g) 2,23 +0,08 vidro com 2013 _
inte-  Ferro (ug/g) 11,8+06 23gde
gral Mercrio (ng/g) 94+1,7 material

lodo (ug/g) 1,29 +£0,09
Chumbo (ug/g) 1000 + 40

BCR-380R IRMM Leite Proteina (Kjeldahl-N x 28,66 + 0,28 Frascos de  Catélogo de
emp6é 6,38) (g/100g) vidro ambar 2013 _
inte- Gordura (g/100g) 26,95 + 0,16 com 100 g
gral Lactose (g/100g) 37,1+1,0 de material

Cinzas (9/100g) 6,00+ 0,13

BCR-685 IRMM Leite Proteina (Kjeldahl-N x 38,2+0,4 Frascos de  Catélogo de
emp6é 6,38) (g/100g) vidro ambar 2013 _
desna  Gordura (g/100g) 0,96 + 0,12 com 50 g
tado de material

BCR-187 IRMM Leite Agrotoxicos (ug/kg) Ampolas de  Catalogo de
empé HCB 1,45+0,21 vidro com 2013 .

a-HCH 1,80+0,14 20 g de

y-HCH 5,7+0,8 material

p,p'-DDE 6,6 £0,6 (atmosfera
de argbnio)

BCR-188 IRMM Leite Agrotoxicos (ug/kg) Ampolas de  Catalogo de
empé HCB 37,4127 vidro com 2013 .

B-HCH 12,0+1,2 20 g de
y-HCH 454 +2,9 material
B-HEPO 32,019 (atmosfera
p,p-DDE 51+4 de arg6nio)
Dieldrin 36,125

Endrin 62+0,9

p,p'-DDT 695

*= Dependendo do método utilizado; ** = Faixa satisfatéria; NIST = National Institute of Standards and Technology ; FAPAS = Food

Analysis Performance Assessment Scheme; IRMM = Institute for Reference Materials and Measurements.
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3.2.4 Producdo, avaliacdo e uso de MR

Produzir MR e MRC de alta qualidade é uma atividade complexa e que
apresenta um custo elevado, e muitas vezes, em termos de custo-beneficio os
laboratorios optam por adquirir materiais disponiveis de outras fontes. Assim,
existem documentos orientativos ou guias referentes a preparacao, uso, avaliacdo e
certificagdo de MR a fim de esclarecer e auxiliar produtores e também laboratérios
nao especialistas a prepararem o0s seus préprios materiais (BROOKMAN, 1998;
INMETRO, 2010).

Os principais documentos orientativos referentes a preparacao, uso, avaliacao
e certificacdo de MR estao publicados em uma série de guias da ISO que inclui: i)
ISO Guia 30 (ABNT, 2011), que apresenta termos e definicbes fundamentais
relacionados aos MR; ii) ISO Guia 31 (ABNT, 2004 a), que tem por objetivo auxiliar
0s produtores na elaboracéo de certificados claros e concisos para acompanhar 0s
MR; iii) ISO Guia 32 (ABNT, 2000), que esclarece sobre o uso de MRC na calibragéo
em quimica analitica; iv) 1ISO Guia 33 (ABNT, 2002), que refere-se a utilizacdo de
MRC, incluindo recomendacdes para desenvolver critérios de avaliagcdo da precisédo
e exatiddo de um processo de medicdo no qual se utiliza um MRC; v) ISO Guia 34
(ABNT, 2004 b), que contém todos os requisitos de direcdo e técnicos para a
implantagdo de um SGQ de produtores de MR e para seu reconhecimento de
competéncia; e vi) ISO Guia 35 (ABNT, 2012), que tem trata os principios gerais e
estatisticos para certificacdo de MR, incluindo aspectos de homogeneidade (entre
frascos), estabilidade e repetibilidade (dentro dos frascos ou analitica) para a
composicdo da incerteza global atribuida ao parametro certificado do material.

As etapas caracteristicas da producdo de um MRC encontram-se ilustradas

na Figura 1.
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Figura 1. Etapas caracteristicas da producéo de um MRC
Fonte: EMONS et al. (2004).

3.2.4.1 Homogeneidade

Estudos de homogeneidade séo de fundamental importancia em projetos de
certificacdo de lotes para demonstrar que esses séo suficientemente homogéneos
(ABNT, 2012). Em tais estudos, dois tipos importantes de homogeneidade devem
ser considerados. Primeiramente, hd a homogeneidade dentro de cada unidade ou
frasco que pode ser minimizada com instrucdes apropriadas para utilizagdo do
material como remistura da amostra ou 0 consumo minimo de amostra, para o qual a
incerteza estabelecida ainda é vélida. Um segundo tipo de homogeneidade, entre
unidades ou fracos, a qual se refere a variagdo de unidade para unidade e depende
muito da natureza do material (LINSINGER et al., 2001, ABNT, 2012). O elemento
comum em ambos os tipos de experimentos é que a separacdo entre o efeito
(homogeneidade) e a variabilidade de medi¢éo (analitica) devem ser estabelecidas
(LINSINGER et al., 2001).
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Teoricamente, um lote é tido como homogéneo se ndo houver diferenca entre
os valores de uma dada caracteristica de uma parte para outra. No entanto, na
pratica, admite-se um limite experimental para a heterogeneidade, havendo a
ressalva de que este néo seja subestimado por limitagdes, por exemplo, advindas
dos métodos, principalmente se estiverem disponiveis apenas métodos com pouca
repetibilidade (ABNT, 2012).

O produtor de MR deve executar uma avaliagdo da homogeneidade de
qualguer candidato a material e, na maioria dos casos, isso envolve a anélise de um
namero representativo de unidades escolhidas do lote produzido empregando um
programa de amostragem, que pode ser aleatdrio simples, aleatorio estratificado ou
sistemético. De acordo com o ISO Guia 35, o numero minimo de unidades
selecionadas aleatoriamente deve ser entre 10 e 30, mas geralmente ndo deve ser
menor que 10. As unidades devem ser aleatoriamente selecionadas do estoque e
um delineamento experimental deve ser usado no qual k unidades do material sao
selecionadas e n replicatas das determinacdes séo efetuadas para cada unidade. Os
nameros k e n devem ser suficientemente grandes para permitir a deteccéo de falta
de homogeneidade a um nivel predeterminado. Recomenda-se que as
determinacdes sejam realizadas em ordem, também, aleatdria para evitar possiveis
variagfes de tempo sistematicas (ABNT, 2012).

Neste documento (ABNT, 2012), a incerteza-padréo entre frascos (U?),
correspondente & variancia entre frascos (s%y), € calculada pela diferenca entre as
variancias entre (MQgnwre) € dentro (MQpentro) dos frascos, obtidas por analise de
variancia fator Unico, quando o numero de determinacfes for n > 1, dividida pelo
namero de amostras (ny) (Equacéo 1). Desta forma, um delineamento ideal seria
aguele no qual pudessem ser feitas n subamostragens dos k frascos, seguidas das
devidas transformacdes e determinacdes em casa subamostra. Neste caso, a
MQenre incluiria somente a heterogeneidade entre frascos e a MQpentro iNCluiria a
incerteza devido a medicéo, transformacao e subamostragem.

2 2 - MQEntre ~MPpentro (Eq. 1)

bb bb n
0]

No entanto, o Guia 35 (ABNT, 2012) ndo explicita um critério para avaliagdo
da homogeneidade. Somente considera a contribuicdo da variagdo entre frascos
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como um componente do erro na estimativa da incerteza do material produzido.
Provavelmente, este seja o motivo pelo qual muitos trabalhos que tratam da
producdo de MR adotam os critérios de avaliacdo da homogeneidade preconizados
para MR destinados a ensaios de proficiéncia na norma ISO 13528 (ISO, 2005 b) e
no protocolo harmonizado pela IUPAC (THOMPSON et al., 2006).

No documento da IUPAC (THOMPSON et al., 2006) é estabelecida a
necessidade de tratamento de outliers (valores dispersos) pelo teste de Cochran
(Equacbes 2 e 3), o que ndo € abordado na norma ISO 13528 (ISO, 2005 b).
Porém, a IUPAC ndo descreve um limite maximo de remocao destes valores.

Assim, a estatistica de Cochram (C) é estimada pela razao entre o maior valor
dos quadrados das diferencas entre as duplicatas (D%*nax) € a soma dos quadrados

das diferencas (Spp) (Equacgdes 2 e 3).

2

c=D max (Eq. 2)
SbD

SpD=yDi? (Eq. 3)

sendo D; a diferenca entre os valores das duplicatas e m o nimero de pares de
duplicatas.

O valor da estatistica de Cochran é, entdo, comparado com os valores criticos
tabelados a 95 e 99 % de confianca, e os pares de outliers somente séo rejeitados
para valores de C maiores que os valores criticos a um nivel de significancia de
99 %.

Neste documento (THOMPSON et al.,, 2006), € descrito, ainda, um critério
para avaliacdo da repetitividade do método (Equacao 4), que também ndo esta
previsto na norma ISO 13528 (ISO, 2005 b).

o
—an o5
o
P (Eq. 4)
sendo 0., 0 desvio padrao de repetibilidade e o, o desvio padrédo do ensaio de
proficiéncia.
Entdo, para avaliacdo da homogeneidade suficiente, a variancia analitica

(s?an) e a variancia amostral (S%am) Sd0 estimadas pelas Equacbes 5 a 7.
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Alternativamente, estas variancias podem obtidas por analise de variancia fator

anico, como as variancias dentro dos grupos e entre grupos, respectivamente.

D.2
s2an=2l
2m
(Eq. 5)
{Vs—szan]
s2sam=
2
(Eq. 6)

sendo Vs a variancia das somas (Equacao 7), Sj a soma entre os valores das
duplicatas e S a média das somas.

_3(Si-S)?
 m-1

Vs
(Eq. 7)

Finalmente, calcula-se a variancia amostral permitida (0%a) (Equac&o 8), que

€ utilizada para estimar o valor critico (c) (Equacao 9), sendo F; e F, valores

tabelados. O lote é considerado homogéneo se s%.am for menor gue o valor critico c.

o%all = (0.3x0p)* (Eq. 8)

¢ = (F1x02 1) + (F2x5% an) (Eq. 9)
Considerando a abordagem da I1SO 13528 (ISO, 2005 b), primeiramente, sao

estimadas as médias das replicatas ou porcdes teste de cada amostra (xx) € as
diferencas entre as porcdes teste (w), além da média geral (xix) (Equacdes 10 a 12).

X, ; +X, )

I % R
Xt,k = (Eq. 10)
Wt:‘xt,l Xt,Z‘ (Eq. 11)
- X
Kty = t’% (Eq. 12)
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onde t representa a amostra (t=1,2...,g9), k representa a por¢cdo tomada para teste
(k=1,2) e g 0 nUumero de amostras.
Em seguida, sdo calculados o desvio padrao das médias das amostras (sx) e

o desvio padréo dentro das amostras (sy) (Equacdes 13 e 14).

7 \2
XXy, =X, )
S = tk (Eq. 12)
X g_]_

sw = ZWi2/(2xg) (Eq. 13)

Finalmente, o desvio padrdo entre amostras (Ss) é estimado pela Equacédo 14

e o lote é considerado homogéneo se ss for menor ou igual a 0,36, sendo 6 o

desvio padréo da proficiéncia.

(Eqg. 14)

Desta forma, apesar da equivaléncia nas estimativas das variancias, 0s
critérios adotados para a homogeneidade diferem entre si. O critério proposto para
avaliacdo da homogeneidade no protocolo harmonizado pela IUPAC (THOMPSON
et al., 2006) € mais permissivo do que aquele estabelecido na norma ISO 13528
(1SO, 2005 b). Este dltimo, corresponde ao critério definido na versdo anterior do
documento da IUPAC (THOMPSON & WOOD, 1993). Tal alteracdo no critério da
IUPAC é originaria de um trabalho de FEARN & THOMPSON (2001), no qual os
autores argumentam que, devido a homogeneidade suficiente ser uma premissa
razoavel e o custo dos testes de homogeneidade ser frequentemente alto, seria mais

sensato enfatizar a prevencao de erros tipo | (rejeicdo de um material satisfatorio).

3.2.4.2 Estabilidade

Considerando que os alimentos sdo misturas complexas, a estabilidade dos
analitos e as propriedades dos componentes da matriz devem ser levadas em conta
durante a preparagdo, armazenamento, transporte e analise do MR. Geralmente, os
MR s&o secos para evitar alteracbes quimicas e microbiologicas, o que pode ser

feito por aquecimento ou por liofilizagdo, em fungéo da volatilidade dos analitos e
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dos componentes da matriz. Alguns materiais podem ser esterilizados por irradiacéo,
mas deve-se considerar que a irradiacdo destréi substancias organicas, tais como
agrotoxicos. O congelamento é simples e facil, mas ndo € muito pratico devido a
dificuldade de transporte (MAIER et al., 1993).

O teste de estabilidade, juntamente com o teste de homogeneidade, é crucial
para o processo de avaliacdo e certificacdo de um MR. O valor da propriedade a ser
medido em um MR deve ser constante durante toda a validade do material. Outro
requisito é que durante o transporte, sob condigcbes a serem especificadas, a
estabilidade do material deve ser garantida pelo produtor. Por exemplo, efeitos da
luz, umidade e temperatura devem ser avaliados em funcdo do tempo para estimar
um tempo de vida do MR e, consequentemente, estabelecer um periodo de validade
do certificado, no caso de MRC (VAN DER VEEN et al., 2001).

Considerando o ISO Guia 34 (ABNT, 2004 b), quando apropriado, uma
avaliacdo da estabilidade do material de referéncia deve ser executada em
intervalos periédicos depois da caracterizacdo, para confirmar que todos os valores
sdo mantidos desde a producdo até a data de vencimento. Os testes de
estabilidade, contudo, s6 devem ser realizados apés ter sido demonstrada a
homogeneidade suficiente. Por isto, ndo ha restricdo em relacdo a quantidade de
ndamero de amostras, nem necessidade de escolhé-las aleatoriamente.

De acordo com o ISO Guia 35 (ABNT, 2012), h4d dois tipos de
estabilidade/instabilidade a serem consideradas na certificacdo de materiais: a
estabilidade a longo prazo (por exemplo o tempo de prateleira) e a estabilidade a
curto prazo (por exemplo, estabilidade do material sob condi¢cdes de transporte).
Desta forma, quando nao for possivel manter as condi¢cdes apropriadas relativas a
estabilidade durante o transporte, € recomendado que seja considerada uma
incerteza extra nos valores de propriedade certificados. Além disto, durante a vida
atil do material certificado, convém que seja demonstrada a validade da incerteza no
certificado.

Desta forma, existem dois leiautes basicos para os estudos de estabilidade: o
estudo classico e o estudo isécrono. No primeiro, amostras individuais preparadas
ao mesmo tempo, sob condic¢des idénticas, sdo avaliadas no decorrer do tempo, ou
seja, sob condicbes de reprodutibilidade. J& no estudo is6crono as medicOes
ocorrem em condi¢cdes de repetibilidade, ou seja, todas as medi¢cbes ocorrem ao
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mesmo tempo, o que reduz a dispersdo dos pontos ao longo do tempo levando a
uma incerteza menor do que o estudo classico. Isto porque a instabilidade do
sistema de medicdo também serd incluida, dependendo da diferenca entre
repetibilidade e reprodutibilidade das medi¢cbes (ABNT, 2012).

No ISO Guia 35 (ABNT, 2012) é estabelecida como a primeira etapa para o
estudo da estabilidade a analise de tendéncia nos dados. A aproximacao linear é
descrita como o0 modelo adequado, se existirem pequenos problemas de
instabilidade com mecanismos cinéticos desconhecidos (Equacédo 15). Nos casos
em que um mecanismo bem definido é a raz&o para a instabilidade, tal modelo deve
ser preferido ao modelo linear (empirico). Independentemente do modelo, teste de F
deve ser conduzido para testar a significancia da tendéncia. Neste guia sao
apresentadas duas proposi¢des para casos de auséncia de modelos bem definidos:
uma pela estimativa da significancia da inclinagédo (b;) e outra pela avaliagdo da
significAncia da regressdo obtida por analise de variancia da regressédo linear
(Tabela 12).

Y;=Bg +B1X; ¢ (Eg. 15)

sendo B0 e B1 os coeficientes de regressao, € o componente do erro aleatério, que
pode ser composto apenas do erro aleatdério ou pode conter um ou mais fatores
sistematicos, X o tempo e Y o valor de propriedade do candidato a MRC.

As Equacbes 16 a 19 podem ser utilizadas como estimadores para bs,

intersecao (b) e desvio padrao da inclinacao (Sp1).

Zn:(xi -X)(%-Y)

bl _ i=1
Z”:(X_ %)2 (Eq. 16)
-
i=1
bg =Y —byX (Eq. 17)
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n 2
> (X~ X)
i=1
sendo
n 2
2 (¥;=bg =byX})
s=|1=1 (Eq. 19)

n-2
Desta forma, com base no sp; € em um fator t com n-2 graus de liberdade, b,
pode ser testada quanto a significancia. Alternativamente, a avaliacdo pode ser
conduzida pela andalise de variancia da regressdo (Tabela 12). Neste caso, a

estatistica F calculada pode ser testada quanto a significancia.

Tabela 12. Analise da variancia para regressao linear

L Graus de liberdade  Soma quadratica  Média quadratica
Fonte de variacdo F

vanag (GL) (SQ) (MQ)

Devido a regresséo 1 Zn:(? 9y SQreg MQ/eq

—y ! GI-reg MQres
Sobre a regressao (residual) n-2 i(Y- e SQres
=1 ! GLres

Total n-1

Zn:(Yi -Y)?
=]

No ISO Guia 35 (ABNT, 2012) séo relacionados os componentes de incerteza
para uma medicdo individual em um experimento de estabilidade, na auséncia de
tendéncia: repetibilidade da medicdo; instabilidade do material; instabilidade do
sistema de medicdo (no planejamento classico); aspectos de reprodutibilidade
(operador, equipamento), inclusive calibragdo (no planejamento classico) e
homogeneidade entre frascos (em certificacdo de lotes). Tal abordagem se faz
necessaria para a avaliacdo da incerteza no monitoramento da estabilidade apés a

certificacao.
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Para estimativa da incerteza devida a estabilidade a longo prazo (uys) a

Equacéo 20 é considerada:
Ults =Sph1x T (Eq. 20)

sendo T o tempo do estudo de estabilidade.

O critério de avaliacdo para verificagdo da estabilidade da ISO 13528 (ISO,
2005 b) define a comparacdo da média geral dos valores obtidos no teste de
homogeneidade (x;x) com a média geral obtida no teste de estabilidade (y:x), sendo
consideradas estaveis as amostras que se enquadrarem no critério definido pela

Equacéao 21:

‘it,k —;7t,k\ <0,3x6 (Eq. 21)

Considerando a IUPAC (THOMPSON et al., 2006), a comparacao das medias
dos grupos controle (X.) e experimental (Xe) pode ser conduzida de duas formas:
pelo emprego do teste de t com variancia combinada ou pelo critério definido na

Equacéao 22:

\ic —;‘/e\ <0,1x0p (Eq. 22)

Portanto, o critério de estabilidade do protocolo da IUPAC (THOMPSON et al.,
2006) é mais rigoroso que o definido na norma ISO 13528 (ISO, 2005 b).

3.2.4.3 Caracterizagdo de um MRC

O estabelecimento de um modelo apropriado para um valor de propriedade de
um candidato a MRC constitui tarefa complexa. Um dos requisitos basicos do
modelo consiste em incluir todos os fatores que poderiam contribuir de forma
significativa para a incerteza associada aos valores de propriedade do MRC.
Portanto, para ser completa, a incerteza-padrdo combinada deve considerar a
homogeneidade, ambas as estabilidades, a curto e longo prazo, além da incerteza
do valor certificado obtida na caracterizagdo. E importante considerar que a
avaliacdo da incerteza nao visa levar em conta acidentes, erros, uso improprio,

transporte inadequado do MRC.
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Espera-se que os valores certificados ndo estejam desviados do valor
verdadeiro mais do que a incerteza de medicdo declarada. Segundo o ISO Guia 34
(ABNT, 2004 b) quatro abordagens béasicas podem ser implementadas para a
caracterizacdo de um material: medi¢cdo por meio de um método primario Unico em
um unico laboratério, medicdo por meio de dois ou mais meétodos de referéncia
independentes em um laboratério, medicdo por meio de uma rede de laboratdrios
empregando um ou mais métodos com veracidade demonstravel, e uma abordagem
com método especifico em uma rede de laboratérios.

Assim, o valor de propriedade de um MRC (Xurc) sera expresso pela

Equacéao 23:

XMRC =XCar +98Xpb +9X]ts +0Xsts (Eq. 23)

O Xumrc correspondera ao valor de propriedade obtido na caracterizacdo do
material (Xcar), ViSto que os componentes de erros devidos a variacao entre frascos
(d%pp) Instabilidade a longo prazo (dxis) € instabilidade a curto prazo (6Xsts)
normalmente sdo iguais a zero. No entanto, a incerteza destes componentes nédo é
nula e, assumindo a independéncia das variaveis, a incerteza-padrao associada ao

valor de propriedade (uurc) sera expressa conforme definido na Equacéo 24:

UMRC = k\/ u?Car +u’bb +U?its +Usts (Eq. 24)

sendo Uca, Uph, Urs € Ugs as incertezas-padrdao devidas a caracterizacao,
homogeneidade, estabilidade a longo prazo e estabilidade a curto prazo,
respectivamente, e k o fator de abrangéncia, o qual dependente da funcédo de
distribuicdo pressuposta para o valor de propriedade (frequentemente normal) e do
nivel de confianca (frequentemente 95 %). Vale ressaltar que as condi¢cdes de
transporte do material podem ser escolhidas de forma que a incerteza relacionada a

estabilidade a curto prazo n&o precise ser levada em consideragao (ABNT, 2012).

77



4. MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

a) Agitador de tubos (Phoenix AP56).

b) Balanca analitica, com resoluc¢édo 0,0001 g e capacidade méaxima de 220,0000 g,
calibrada por laboratério acreditado pela Coordenacdo Geral de Acreditacdo
(CGCRE) de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob numero 0045
(Shimadzu AUX 220).

c) Banho-maria, com temperatura monitorada por termdémetro externo calibrado
(Nova Etica 314-8DN).

d) Centrifuga universal de Gerber para Mojonnier, com aquecimento (Gerber
Instruments Universal).

e) Estufa comum, com circulacdo de ar, com temperatura monitorada por
termometro externo calibrado (Quimis Q-314M242).

f) Mufla (Coel UL 1400).

g) Placa aquecedora, com temperatura monitorada por termOmetro externo
calibrado (Fisatom 7522).

h) Refrigerador, com temperatura monitorada por termémetro externo calibrado.

i) Congelador, com temperatura monitorada por termémetro externo calibrado.

j) Seladora (EZ Home 201).

k) Sistema de purificacdo de agua (Millipore Direct Q 3UV).

l) Termdmetros digitais tipo cabo sensor, com memoria de maxima e minima,
calibrados por laboratério acreditado pela CGCRE de acordo com a
ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob numero 0338 (Incotherm 7665.02.0.00).

m) Termdmetros digitais tipo espeto, com memadria de maxima e minima, calibrados
por laboratério acreditado pela CGCRE de acordo com a
ABNT NBR ISO/IEC 17025, sob namero 0338 (Incotherm).

4.2 MATERIAIS

a) Baldo volumétrico (100, 200 e 500 mL) calibrado por laboratério acreditado pela
CGCRE de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025

b) Bastao de vidro.

c) Béquer (50, 100 e 250 mL).

d) Béquer de plastico (100 e 250 mL).

e) Bico de Bunsen.
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f) Bureta graduada de 10 mL com resolucdo de 0,1 mL com acuracia de 0,05 mL,
calibrada por laboratério acreditado pela CGCRE de acordo com a ABNT NBR
ISO/IEC 17025, sob niumero 3761.12.

g) Cadinho de porcelana.

h) Cépsula de porcelana.

i) Cépsulas de aluminio ou acgo inox, com cerca de 23 mm de profundidade e 60
mm de diametro, com tampa.

j) Dessecador.

k) Erlenmeyer (125 ou 250 mL)

[) Espatula.

m) Etiqueta para identificacdo de solucao.

n) Frasco de extracéo tipo Mojonnier com rolha.

0) Frasco de plastico para solucéo.

p) Frasco de vidro ambar para solugéo.

q) Frascos de vidro ambar (100 mL) para acondicionar amostras.

r) Funil de plastico comum.

s) Funil de vidro comum.

t) Lapis.

u) Luvas de algodéao.

v) Pin¢a metélica.

w) Pipeta graduada (1 mL e 2 mL).

X) Pipeta de Pasteur ou conta-gotas.

y) Pipeta Kipp (bico de papagaio) (2, 5, 10 e 25 mL).

z) Pisseta.

aa)Placa de azulejo.

bb)Proveta (25 e 50mL).

cc) Recipiente para banho de gelo.

dd)Sachés tipo stand-up pouch de PET metalizado/PEBD.

ee)Suporte para frascos Mojonnier.

ff) Tripé com suporte (para carbonizacdo da amostra no cadinho).

4.3 REAGENTES

Todos dos reagentes utilizados eram de grau de pureza apropriado.
a) Agua ultra-pura.

b) Alcool etilico para anélise (p.a.) - CoHgO.

c) Biftalato de potassio p.a. - CgHsKO,.

d) Eter de petréleo p.a.
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f)
g)

h)
)
)
K)
)

Eter etilico, livre de perdxidos, sem antioxidantes (ou n&o mais do que 2 mg/kg),
compativel com as especificacdes para o teste em branco. Para testar se o éter
encontra-se livre de peroxidos, foi adicionado 1 mL de uma solugdo de iodeto de
potédssio a 100 g/L (preparada no momento do uso - 0,1g de iodeto de potéssio
para 1 mL de agua), a 10 mL do éter em um pequeno frasco com tampa de vidro,
reviamente enxaguado com o mesmo éter. O frasco foi fechado, agitado e
deixado em repouso por 1 min. N&o houve a formacao de coloracdo amarela em
quaisquer das camadas, indicando que o produto estiva livre de peréxidos.
Fenolftaleina p.a. - C2oH1404.

Hidréxido de amonio p.a. (solucdo de aménia contendo aproximadamente 25 %
(m/m) de NH3, densidade 910 g/L).

Hidroxido de bério p.a. - Ba(OH).

Hidréxido de sddio p.a. - NaOH.

lodeto de potassio p.a. - KI.

Silica (para o dessecador).

Sulfato de cobalto heptahidratado - CoSOg4. 7 H,O

m) Vermelho congo p.a.

4.4 AMOSTRAS

Amostras de leite em p6 e integral foram fornecidas pela Cooperativa Central

de Produtores Rurais de Leite Ltda. (CCPR) Itambé, unidade de Sete Lagoas.

Imediatamente apdés o processamento, 50 kg de leite em pdé de um mesmo lote

foram homogeneizados na industria e, em seguida, foram acondicionados em dois

sacos de polietileno envolvidos por embalagem de papel kraft de 25 kg para

transporte da indastria até o Laboratorio de Bromatologia — Unidade de Pesquisa

Anadlise de Alimentos (BRO-UPAA). As embalagens foram mantidas sob temperatura

ambiente 19 °C a 25 °C até a preparacéo do material (Figura 1).
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Leite bovino em po integral

{Lote (nico — 50 Kg)

Homogeneizacdo
Manual

Acondicionamento

Embalagem interna de polietileno Embalagem interna de polietileno
envolvida por papel Kraft envolvida por papel Kraft
(25 Kg) (25 Kg)

Figura 2. Fluxograma das etapas e condicdes de preparo da amostra de leite em pé

integral na indastria.

4.5 AVALIACAO DO DESEMPENHO DO LABORATORIO

O Unico MRC disponivel no mercado de escopo similar ao do presente
trabalho foi adquirido para avaliacdo do desempenho do BRO-UPAA na execuc¢ao

dos ensaios.

O material foi o BCR 380-R do Institute for Reference Materials and
Measurements (IRMM) - Joint Research Centre/European Comission (JRC/EC),
fornecido pela Sigma-Aldrich, cujos parametros certificados comuns ao escopo deste
estudo eram cinzas e gordura, além da umidade, visto que os resultados certificados
foram expressos em base seca. O material foi mantido sob refrigeracdo entre 2 e
8 °C e analisado em triplicata antes do inicio da caracterizacdo do material (teste de
homogeneidade) e a cada bateria analitica para teste da estabilidade. A estatistica
adotada na avaliacdo da veracidade foi o indice z-escore, conforme descrito no ISO
Guia 33 (ABNT, 2002).
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4.6 PRODUCAO DOS MATERIAIS

4.6.1 Preparo dos materiais

As amostras de leite em p6 acondicionadas nos sacos de 25 kg foram abertas
sete dias apds a data de fabricacdo para preparo dos materiais. Os sacos foram
destinados ao preparo de dois lotes, sendo o primeiro acondicionado,
aleatoriamente, em 210 sachés tipo stand-up pouch de 100 g de politereftalato de
etileno metalizado/polietileno de baixa densidade (PET metalizado/PEBD) com ziper.
O segundo lote foi acondicionado, aleatoriamente, em 210 frascos de vidro ambar de
100 g com tampa de rosca. Os sachés foram selados acima do ziper empregando
seladora a vacuo EZ HOME 201 e os frascos fechados por rosqueamento das
tampas. Os saches e frascos de cada lote foram subdivididos em trés sublotes, os
quais foram estocados sob diferentes condicdes de temperatura, incluindo
temperatura ambiente (19 a 25 °C), refrigeracéo (2 a 8 °C) e congelamento (-18 a -
24°C), as quais foram monitoradas diariamente com termémetros calibrados (Figura
3). A identificacdo dos sachés e frascos foi feita com etiquetas autoadesivas
plastificadas.

Todo o material utilizado no preparo dos MR (como béqueres de plastico,
frascos, funis e espatulas) foi previamente lavado e seco, visando evitar
contaminacgdes. Para protecdo dos materiais em relacdo a presenca de oxigénio,
tomou-se o cuidado de remover, manualmente, o ar presente nos espagos livres
(head space) dos sachés antes de proceder a selagem. No caso dos frascos de
vidro, os mesmos foram preenchidos em sua totalidade, visando evitar o espaco
livre. Em relacdo a incidéncia de luz, ambas as embalagens, promoveram protecéo,
devido a metalizacdo dos sachés e pigmentacdo dos frascos, respectivamente.
Cuidados com a selagem dos sachés e fechamento adequado das tampas de rosca
dos fracos foram tomados também no sentido de proteger em relacdo a umidade,
além das caracteristicas intrinsecas de barreira a umidade dos dois materiais

selecionados.
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Figura 3. Fluxograma das etapas e condicoes de preparo dos materiais de

referéncia.

PET metalizado/PEBD: politereftalato de etileno metalizado/polietileno de baixa densidade; temperatura ambiente: 19 °C a
25 °C; temperatura de refrigeracéo: 2 °C a 8 °C; temperatura de congelamento: -18 °C a -24°C.

4.6.2 Testes de homogeneidade

Dez unidades embaladas foram escolhidas, aleatoriamente, de cada lote e
analisadas em duplicata para determinacdo de umidade, cinzas, gordura total e
acidez titulavel, totalizando 160 determinacdes (Figura 4). Na falta de um critério
para avaliacdo da homogeneidade no ISO Guia 35 (ABNT, 2012), os dados foram
analisados conforme estabelecido na norma ISO 13528 (ISO, 2005 b) e no protocolo
da IUPAC (THOMPSON et al., 2006), relacionadas a ensaios de proficiéncia. Os

critérios estatisticos adotados para avaliacdo da homogeneidade foram comparados.
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LOTE

LOTE 1 LOTE 2
Embalagem metalica Embalagem de vidro dmbar
(21 kg em 210 sachés de 100g)| |(21 kgem 210 frascos de 100g)

Tempo zero Tempo zero
(T0) { (T0) ‘

10 frascos/
2 repetiches

10 embalagens/
2 repetiches

Figura 4. Delineamento experimental para testes de homogeneidade dos lotes

produzidos.

4.6.3 Testes de estabilidade

A estabilidade do MR foi verificada ao longo do periodo de armazenamento.
Trés unidades de cada MR preparado foram aleatoriamente selecionadas em
intervalos de dois, quatro e seis meses e analisadas em duplicata para determinagao
de umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel, totalizando 432 determinacdes
(Figura b).

A estabilidade do MR preparado foi avaliada pela analise de regressao dos
resultados obtidos para cada parametro avaliado em funcdo do tempo (em meses),
conforme estabelecido no ISO Guia 35 (ABNT, 2012). Primeiramente, foram
avaliados os outliers pelo teste do residuo padronizado Jacknife. A estimacao
estimativa dos parametros das curvas analiticas foi conduzida pela aplicacdo da
regressao linear simples, com verificacdo das seguintes premissas: normalidade
(teste de Ryan & Joiner), homocedasticidade (teste de Brown & Forsythe),
independéncia dos residuos da regresséo (teste de Durbin & Watson), significancia
da regressdo e adequacao do ajuste ao modelo linear (testes de F de Snedecor)
(SOUZA & JUNQUEIRA, 2005). Nos casos em que a regressaol/inicinacao foi
significativa, houve interpretacdo de que o parametro foi alterado com o tempo, ou
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seja, o material foi instavel. Nos casos em que regressao/inclinacdo nao foi
significativa, houve indicacéo de estabilidade do material até o tempo estudado.

Os dados também foram analisados segundo os critérios estabelecidos na
norma ISO 13528 (ISO, 2005 b) e no documento da IUPAC (THOMPSON et al.,
2006), relativos a ensaios de proficiéncia. Nestes casos, a andlise de dados foi
conduzida em cada tempo, sendo que a partir do tempo quatro meses foram
utilizados os resultados cumulativos.

Os critérios estatisticos aplicados para avaliacdo da estabilidade foram

comparados.

Material de Referéncia
(MR)

MR 1 l MR 2 I MR 3 MR 4 | MR 5 I MR 6
1 I ] — 1 — 1 — 1 — 1
Tempo 2 Tempo g Tempo 2 Tempo & Tempo 2 Tempo § Tempo 2 Tempo & Tempo 2 Tempo § Tempo 2 Tempo §
(T2} [T&) [z} ] J [rz) (T8} 2} (T8} [r2) (T8} 12} T8}
3frascos/ 3frascos/ 3frascos/ 3frascos/ 3frascos) 3frascos/ 3frascos/ 3frascos/ 3frascos/ 3frascos/ 3frascos/ 3frascos/
2 2 2 2 2 2 Z Z 2 Z 2 Z
repetigies repetighes repetigies repeti;ﬁesJ repeticdes repetigies repeticies repeticiies repeticdies repeticies repetices repeticies

Figura 5. Delineamento experimental para testes de estabilidade dos materiais de

referéncia produzidos.

MR1: material acondicionado em embalagem politereftalato de etileno metalizado/polietiieno de baixa densidade (PET
metalizado/PEBD) e estocado a temperatura ambiente; MR2: material acondicionado em embalagem PET metalizado/PEBD e
estocado sob congelamento; MR3: material acondicionado em embalagem PET metalizado/PEBD e estocado sob refrigeragéo;
MR4: material acondicionado em frasco de vidro ambar e estocado a temperatura ambiente; MR5: material acondicionado em
frasco de vidro ambar e estocado sob congelamento; MR6: material acondicionado em frasco de vidro ambar e estocado sob
refrigeragao.
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4.7 METODOS DE ENSAIO

Os métodos analiticos adotados para a determinacdo de umidade, cinzas,
gorduras totais e acidez titulavel seguiram os procedimentos normalizados pela
ISO/IDF e/ou os métodos oficiais publicados pelo MAPA. Para gordura e cinzas
foram adotados métodos de referéncia, contudo, para umidade e acidez titulavel
foram empregados métodos de rotina, devido a estrutura laboratorial disponivel. No
entanto, os métodos foram continuamente monitorados em relagéo a tendéncia, pelo
uso de MRC, conforme descrito em 4.5.

Para analise, os MRC foram retirados das suas respectivas condicdes de
armazenamento, sendo aguardado o tempo necessario para atingirem a temperatura
ambiente. Em seguida, as embalagens foram homogeneizadas manualmente, por

inversdo de cinco a seis vezes, e abertas para tomada das aliquotas.

4.7.1 Umidade

O método de determinacdo de umidade por secagem fundamentou-se na
remocdo de &gua por aquecimento da amostra entre 100 e 104 °C, em estufa
comum (MAPA, 2006).

4.7.1.1. Preparo das cépsulas

As cépsulas de aluminio e respectivas tampas foram identificadas e secas em
estufa a 102 £ 2 °C, por 1 h. As tampas foram colocadas nas cdpsulas com auxilio
de luvas apropriadas. Os conjuntos foram retirados da estufa, cuidadosamente, com
auxilio de luvas, e imediatamente transferidos para o dessecador para resfriamento
até atingir a temperatura ambiente. Finalmente, os conjuntos foram pesados, sendo

registrado o valor até 0,0001 g.

4.7.1.2. Ensaio
A capsula foi destampada com auxilio de luvas e cerca de 1 g da amostra
foram pesados na céapsula previamente preparada, utilizando uma espatula. A

86



capsula foi tampada e aquecida em estufa a 102 + 2°C, por 2 h. A tampa ficou
apoiada na borda da respectiva capsula. Apos o tempo de secagem, a capsula
contendo a amostra seca foi tampada e retirada da estufa, cuidadosamente, com
auxilio de luvas, transferindo imediatamente para o dessecador. A capsula contendo
a amostra seca foi resfriada até temperatura ambiente no dessecador. Em seguida,
a capsula contendo a amostra seca foi retirada do dessecador, com auxilio de luvas,
e pesada, sendo registrado o valor até 0,0001 g. Etapas de aquecimento por 1 h e
resfriamento em dessecador por 30 min foram repetidas até massa constante, ou
seja, até que a variacdo entre duas pesagens consecutivas nao fosse superior a
0,0010 g.

4.7.1.3 Célculos

A massa da amostra seca (Mamostraseca), €M gramas, foi estimada descontado
a massa do conjunto capsula/tampa vazio (Mcapsularrampa) da massa final (Mgina) da
capsula/tampa contendo a amostra seca (Equacéo 25):

M =M

AmostraSeca

M (25)

Final ~ Capsula
A massa da agua (Magua), €m gramas, foi obtida pela diferenca entre a massa
da amostra (Mamosra), €M gramas, e a massa da amostra seca (Mamostraseca)

(Equacéo 26):

M, =M M (26)

Agua Amostra ~ ' V' AmostraSeca
A porcentagem de umidade (U) foi, finalmente, estimada pela razdo entre a
massa da agua (Magua) € @ massa da amostra (Mamostra), Multiplicada por 100

(Equacéo 27):

M
U(%)=—292_x100 (27)

Amostra

4.7.2 Cinzas
O método de determinacdo das cinzas (residuo mineral fixo) por incineracao

fundamentou-se na carbonizacdo da amostra em chama de gas e posterior
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incineracdo da mesma a 550 °C, em mufla, até completa mineralizacdo da matéria
organica (MAPA, 1996).

4.7.2.1 Preparo dos cadinhos

Os cadinhos foram identificados a lapis e aquecidos em mufla a 550 °C,
durante 30 min. Apds resfriamento da mufla a 200 °C, os cadinhos foram removidos,
cuidadosamente, com auxilio de pinga e utilizando um suporte refratario para apoio.
Os cadinhos vazios foram transferidos, imediatamente, para o dessecador e
resfriados a temperatura ambiente. Finalmente, os cadinhos foram pesados, sendo

registrados os valores até 0,0001 g.

4.7.2.2 Ensaio

Cerca de 5 g da amostra foram pesados no cadinho previamente preparado,
utilizando uma espéatula. A amostra foi carbonizada no cadinho, em chama de gas,
cuidadosamente, para evitar projecdes. Em seguida, o cadinho com a amostra
carbonizada foi transferido para a mufla a 550 °C, até obtencdo de cinzas brancas
ou acinzentadas. Apds resfriamento da mufla a 200°C, os cadinhos foram
removidos, cuidadosamente, com auxilio de pinca e utilizando um suporte refratario
para apoio. Os cadinhos com as cinzas foram transferidos, imediatamente, para o
dessecador e resfriados a temperatura ambiente. Finalmente, os cadinhos foram

pesados, sendo registrados os valores até 0,0001 g.

4.7.2.3 Calculos

A massa das cinzas (Mcinzas), €m gramas, foi calculada descontado a massa
do cadinho vazio (Mcaginho) da massa final (Mgina) do cadinho contendo as cinzas
(Equacéo 28):
M =M

Cinzas

Final _MCadinho (28)

A porcentagem de cinzas (CI) foi obtida pela raz&o entre a massa das cinzas

(Mcinzas) € @ massa da amostra (Mamostra), Multiplicada por 100 (Equacéo 29):
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CI( %):%xmo (29)

4.7.3 Gordura total

A determinacdo de gordura baseou-se no uso de hidroxido de amoénio para
solubilizar a caseina, neutralizar a acidez e reduzir a viscosidade; no é&lcool etilico
para quebrar a emulsdo gordura-caseina e na mistura éter etilico-éter de petroleo
para extrair a gordura. O éter de petroleo foi usado para diminuir a solubilidade das
substancias nao lipidicas, solaveis no éter etilico. A gordura assim extraida foi

determinada gravimetricamente (1ISO, 2008).

4.7.3.1 Preparo da amostra

Cerca de 1 g de leite em poé integral foi pesado diretamente no frasco de
Mojonnier. 10 mL de agua ultra pura a 65 + 5°C foram adicionados (utilizando bico
de papagaio) para levar todo o p6 para o bulbo menor do frasco. Em seguida, os
frascos foram homogeneizados, utilizando agitador de tubos, até completa

dissolucéo do leite em p6 na agua.

4.7.3.2 Preparo dos béquers

Os béquers de 250 mL foram levados a estufa a 102 + 2°C, por 1 h. Em
seguida, foram retirados da estufa, cuidadosamente, com auxilio de luvas, e
imediatamente transferidos para o dessecador para resfriamento até atingir a
temperatura ambiente. Finalmente, os béquers foram pesados, sendo registrados 0s

valores até 0,0001 g, e reservados para recepcao da gordura extraida das amostras.

4.7.3.3 Ensaio

A amostra previamente dissolvida no frasco de Mojonnier foram adicionados
2 mL da solucdo de amonia, utilizando bico de papagaio, e homogeneizados
manualmente. A partir desse ponto, a analise foi conduzida sem demora. O frasco foi

aguecido a 65 £ 5°C em banho-maria, por 15 a 20 min, com agitagdo manual
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ocasional. Em seguida, o frasco foi resfriado a temperatura ambiente, sob agua
corrente. 10 mL de alcool etilico foram acrescentados ao frasco, utilizando bico de
papagaio, e misturados, cuidadosamente, deixando o liquido fluir entre os dois
bulbos, inclinando o frasco sem que o liquido atingisse a abertura do frasco.
Adicionou-se, entédo, 2 gotas de solucdo de vermelho congo a 1 % e 25 mL de éter
etilico ao frasco, utilizando bico de papagaio. O frasco foi fechado com rolha e
submetido a agitacdo manual vigorosa, por 1 min, com o frasco na posicédo
horizontal e o bulbo menor voltado para cima. Em seguida, 25 mL de éter de
petréleo foram acrescentados, utilizando bico de papagaio, e o frasco agitado por
30 s, conforme especificado acima. O frasco foi levado a centrifuga por 5 min, com
rotacdo de 80 a 90 x g. O sobrenadante foi transferido para o béquer, previamente
preparado, segurando o frasco de extracéo pelo bulbo menor. 5 mL de alcool etilico
foram adicionados ao frasco para prevenir a formacdo de uma camada aquosa
viscosa ou gelificada, além de melhorar a precisdo do método. Uma segunda
extracdo foi conduzida utilizando 15 mL dos éteres etilico e de petréleo. E, apés
centrifugacéo e transferéncia do sobrenadante para o béquer, uma terceira extracao
foi realizada, omitindo o uso do alcool. O frasco foi centrifugado e o sobrenadante
transferido para o béquer. Os solventes foram removidos, incluindo o alcool, por
evaporacao em banho-maria a 40 — 45 °C. O béquer foi levado para a estufa a 102 +
2 °C por 1 h. Apos esse tempo o béquer foi retirado da estufa, com auxilio de luvas,
transferido para um dessecador para esfriar e, em seguida, pesado sendo

registrados os valores até 0,0001 g.

4.7.3.4 Célculos
A massa de gordura (Mgorqura) fOi calculada, em gramas, descontando a
massa do béquer vazio (Mggquer) da massa final (Mrina) do béquer com a gordura

extraida (Equacgéo 30).

M =M M (30)

Gordura Final ~ 'Y 'Bequer
A porcentagem de gordura total (G) foi calculada pela raz&o entre a massa de
gordura (Mcordura) € @ massa da amostra (Mamostra), €M gramas, multiplicada por 100

(Equacéo 31):
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G (%)= Mearra x 100 (31)

Amostra

4.7.4 Acidez titulavel

O meétodo de determinacdo da acidez do leite fundamentou-se na titulacéo de
uma porcao de leite em po (correspondente a 5 g de solidos ndo gordurosos) por
uma solucéo alcalina de concentracdo conhecida, utilizando como indicador a
fenolftaleina e padrdo colorimétrico sulfato de cobalto (Il). O resultado foi expresso
em mililitros de solucdo de hidroxido de sédio 0,1 mol/L requeridos para titular 10 g

de solidos ndo gordurosos (IDF, 1981).

4.7.4.1 Padronizacao da solucéo de hidroxido de sodio 0,1 mol/L

Foi pesado cerca de 1 g de biftalato de potassio, padrdo primario, em uma
capsula de porcelana. Secou-se em estufa a 100 - 105 °C, por 1 h. A capsula foi
retirada da estufa, cuidadosamente, com auxilio de pinca, e transferida
imediatamente para o dessecador. A capsula foi resfriada no dessecador, por 30
min. 0,1 g de biftalato de potassio foi pesado em um erlenmeyer de 150 mL e
dissolvido em 75 mL de agua ultra pura isenta de gas carbbénico, medidos em
proveta de 100 mL. 2 gotas da solucao de fenolftaleina a 1% foram adicionadas com
auxilio de uma pipeta de Pasteur. Titulou-se com solugéo de hidréxido de sédio a 0,1
mol/L, utilizando bureta de 10 mL, até o aparecimento de uma coloracdo rosea
persistente. O volume de hidréxido de sodio gasto foi anotado e o procedimento foi

repetido mais duas vezes.

4.7.4.2 Preparo da amostra

Pesou-se 500/a £ 0,01 g de amostra em erlenmeyer de 250 mL, sendo a a
porcentagem de solidos ndo gordurosos, que foi calculado subtraindo a gordura e a
umidade da amostra (geralmente 7 g para leite em po).
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4.7.4.3 Ensaio

O leite em po foi reconstituido adicionando 50 mL de agua ultra pura, medidos
em proveta de 50 mL, em temperatura de aproximadamente 20°C, e agitado
rapidamente durante 20 min. 2 mL da solucdo colorimétrica padrdo (sulfato de
cobalto a 3 %) foram adicionados em um erlenmeyer, agitando-se manualmente até
obtencdo da cor padrdo. 2 mL da solucdo de fenoftaleina a 1 % foram adicionados
num segundo erlenmeyer contendo a amostra reconstituida, seguido de agitacdo
manual. O conteudo do segundo erlenmeyer foi titulado, sob agitacdo manual, com
solucdo de hidroxido de sodio a 0,1 mol/L, até que a coloracdo rosa claro
semelhante a coloracdo padréo persistisse por aproximadamente 5 s. A titulacéo foi
finalizada em 45 s.

4.7.4.4 Célculos

O fator de correcdo para a solucdo de hidréxido de soédio (FCnaon) foi
calculado dividindo a média das massas do biftalato em gramas (Mgitaia) pelo
produto entre o volume médio da solucédo de hidréxido de sddio gasto na titulacao
em mililitros (Vgasto), @ molaridade esperada da solucdo 0,1 e o fator 0,2042
(Equacéo 32).

MBiftaIato (32)

FC. .=
NaOH x0,1x 0,2042

V,

Gasto
A acidez titulavel da amostra foi calculada, em mL de NaOH 0,1

mol/L/10 g SNG, conforme Equacao 33.

AT=V xFC, o, X2 (33)

sendo V volume de solucéo de hidréxido de sddio gasto na titulagdo da amostra em
mililitros, FCnaon 0 fator de correcéo da solucdo de hidroxido de sodio, e 2 o fator de

conversao de 5 g de SNG para 10 g de SNG.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DO DESEMPENHO DO LABORATORIO

Na avaliacdo da veracidade das determinagOes de cinzas e gordura total, nos
tempos zero, dois, quatro e seis meses, empregando MRC do IRMM, a premissa de
normalidade foi verificada pelo teste de Ryan-Joiner (p > 0,10). Em seguida, outliers
foram investigados pelo teste de Grubbs, sendo que n&o houve indicacéo de outliers
em nenhum caso (p > 0,05). Valores de escore-z satisfatorios, -2 <z <+2, foram
obtidos na avaliacdo do desempenho do laboratério para andlises de cinzas e
gordura total durante todo o processo de producdo do material. Para cinzas o0s
valores de z variaram entre -0,2591 e 0,4924, enquanto para gordura total entre -
1,5579 e 1,1786, considerando os valores de desvio padrédo sob condi¢cdes de
reprodutibilidade declarados no certificado do material para a estimativa desta
estatistica (Tabela 13). A estimativa de z também foi feita adotando-se o desvio
padrao relativo obtido pela funcdo de HORWITZ (1982) e, também nesta condicéo,
os valores foram aceitaveis, de -01569 a 0,1938 para cinzas e de -0,0480 a 0,0032
para gordura total.

Vale considerar que os resultados de porcentagem de cinzas e gordura total
foram expressos em base seca para que a estimativa de z fosse feita. Isto, porque o
valor certificado declarado pelo fabricante do MRC estava expresso desta forma.
Considerou-se, assim, que o parametro umidade foi avaliado de forma indireta. Para
o parametro acidez titulavel ndo foi realizada avaliacdo de desempenho, devido a
falta de MRC disponivel.
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Tabela 13. Avaliacdo do desempenho do laboratério para determinacéo de cinzas e
gordura total, empregando material de referéncia certificado do Institute for

Reference Materials and Measurements

Cinzas Gordura total
Tempo 5 7
(meses) * N - * -
R outliers** Escore-z R outliers** Escore-z
0
0,9985 0 0,240 0,9968 0 0,070
2 0,9584 0 0,696 0,9932 0 1,667
4 0,9090 0 -0,177 0,9414 0 0,147
6 0,9312 0 -0,564 0,9947 0 0,113

R: coeficiente de Ryan Joiner; * p > 0,10 pelo teste de Ryan Joiner; **p > 0,05 pelo teste de Grubbs; critério de aceitabilidade
para escore-z: -2 <z < +2.

Dentre trabalhos publicados na literatura relativos a producdo de MR de
escopos similares, observou-se que dois deles foram realizados por laboratérios
acreditados, sendo um do IRMM (JOSEPHS et al.,, 2004) e o outro do NIST
(SHARPLESS, et al.,, 2010). Os outros estudos nao apresentavam informacdes
sobre o desempenho do laboratério para as analises realizadas, como
subcontratacdo de laboratérios acreditados, o préprio laboratério ser acreditado ou
emprego de método normalizado e de MRC de outros provedores (RAO, et al., 1995;
ANTONIO, 2007; JEDZINIAK et al., 2009; TING et al., 2010).

5.2 PRODUCAO DOS MATERIAIS

5.2.1 Homogeneidade
Na Figura 6 encontram-se ilustrados os materiais produzidos nos dois lotes,

com diferentes tipos de embalagens.
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Figura 6. Materiais de referéncia de leite em p6 integral acondicionados em sachés
tipo stand-up pouch de 100 g de politereftalato de etileno metalizado/polietileno de
baixa densidade com ziper e selados termicamente e em frascos de vidro ambar de

100 g com tampa de rosca.

Os resultados obtidos para o teste de homogeneidade dos dois lotes (sachés
e frascos) preparados encontram-se apresentados nas Tabelas 14 a 17. Os lotes
foram considerados homogéneos para todos os parametros analisados (umidade,
cinzas, gordura total e acidez titulavel) segundo critérios da norma ISO 13528 (ISO,
2005 b) e do protocolo harmonizado pela IUPAC (THOMPSON et al., 2006), ambos
relativos a ensaios de proficiéncia.

Considerando o critério da ISO 13528 (ISO, 2005 b), mais rigoroso que o
definido pela IUPAC (THOMPSON et al., 2006), em todos os casos 0 desvio padrao
entre amostras foi menor que o valor estabelecido como critério para
homogeneidade de 03x6 (Tabelas 14 e 16). Pela abordagem da IUPAC
(THOMPSON et al.,, 2006), primeiramente, ndo foram detectados outliers
empregando o teste de Cochran (p > 0,05), em nenhum caso. Houve indicacao de

adequada repetibilidade, visto que o desvio Gan/op <0,5, indicando precisdo dos

métodos utilizados para analise de todos os parametros, dos dois lotes.
Homogeneidade suficiente também foi obtida em todos os casos (Tabelas 15 e 17).
Cumpre ressaltar que as médias dos resultados obtidos para os parametros
umidade, gordura total e acidez titulavel, de 3,4 %, 26,0% e 17,1 mL NaOH
0,1M/10g SNG, respectivamente, estavam conformes em relagdo aos parametros

estabelecidos para o PIQ do leite em po integral. A média obtida para cinzas de
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5,9 % encontrava-se em conformidade com os valores descritos em tabelas de
composicdo de alimentos, como TACO (2006) e IBGE (1999), de 5,8 % e 5,9 %,

respectivamente.

Tabela 14. Avaliacdo da homogeneidade do lote 1 do material, embalado em sachés
tipo stand-up pouch de politereftalato de etileno metalizado/polietiieno de baixa

densidade, segundo critérios da norma ISO 13528

Estatistica
Parametro _ Concluséo*
X Sx Sw Ss &
Umidade (%) 3,40 0,039 0,046 0,022 0,113 Homogéneo
Cinzas (%) 5,94 0,021 0,035 0,000 0,182 Homogéneo
Gordura total (%) 25,98 0,117 0,131 0,072 0,510 Homogéneo
Acidez titulavel 17,08 0,118 0,081 0,104 0,413 Homogéneo
(mL NaOH 0,1 N/10g
sélidos ndo
gordurosos)

X . média geral das amostras; s desvio padrdo das amostras. s, desvio padrdo intra-amostras; ss: desvio padrdo entre
amostras; ¢ : desvio padrdo do ensaio de proficiéncia; *critério para homogeneidade: ss< 0,3x G .

Tabela 15. Avaliacdo da homogeneidade do lote 1 do material, embalado em sachés
tipo stand-up pouch de politereftalato de etileno metalizado/polietiieno de baixa

densidade, segundo critérios do protocolo harmonizado pela IUPAC

Estatistica
Parametro . 7 7 vi Concluséo**
San S an S sam Sl c Gp
Umidade (%) 0,046 0,002 0,000 0,001 0,004 0,113 Homogéneo
Cinzas (%) 0,035 0,001 0,000 0,003 0,007 0,182 Homogéneo
Gordura total 0,131 0,017 0,005 0,023 0,061 0,510 Homogéneo
(%)
Acidez titulavel 0,081 0,007 0,011 0,015 0,036 0,413 Homogéneo
(mL NaOH 0,1
N/10g sélidos ndo
gordurosos)

San: desvio padrao de repetibilidade; s, variancia analitica ou dentro dos grupos; s’m: variancia amostral ou entre grupos; s’
variancia amostral permitida ; c. valor critico para o teste de homogeneidade suficiente; o,. desvio padréo alvo; *critério para
repetibilidade: sa, < 0,5xop; **critério para homogeneidade. s%am < C. N&o foram detectados outliers para nenhum dos
parametros (p > 0,05).
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Tabela 16. Avaliacdo da homogeneidade do lote 2 do material, embalado em frascos

de vidro ambar com tampa de rosca, segundo critérios da norma ISO 13528

Estatistica
Parametro _ Concluséo
X Sx Sw Ss &
Umidade (%) 3,39 0,047 0,049 0,032 0,113 Homogéneo
Cinzas (%) 5,92 0,023 0,020 0,018 0,181 Homogéneo
Gordura total (%) 25,96 0,170 0,124 0,146 0,509 Homogéneo
Acidez titulavel 17,05 0,093 0,074 0,077 0,413 Homogéneo
(mL NaOH 0,1 N/10g
sélidos néao
gordurosos)

X . média geral das amostras; s desvio padrdo das amostras. s, desvio padrdo intra-amostras; ss: desvio padrdo entre
amostras; ¢ : desvio padrdo do ensaio de proficiéncia; *critério para homogeneidade: ss< 0,3x G .

Tabela 17. Avaliacdo da homogeneidade do lote 2 do material, embalado em frascos
de vidro ambar com tampa de rosca, segundo critérios do protocolo harmonizado
pela IUPAC

Estatistica
Parametro ) ) ) Conclusao**
San* S an S sam S all C o
p
Umidade (%) 0,049 0,002 0,001 0,001 0,005 0,113 Homogéneo
Cinzas (%) 0,020 4,19x10 3,39x10 0,003 0,006 0,181 Homogéneo
4 4
Gordura total 0,124 0,015 0,021 0,023 0,059 0,509 Homogéneo
(%)
Acidez titulavel 0,074 0,006 0,006 0,015 0,034 0,413 Homogéneo
(mL NaOH 0,1
N/10g sélidos néo
gordurosos)

San: desvio padréo de repetibilidade; s, variancia analitica ou dentro dos grupos; s°sm: variancia amostral ou entre grupos; s
variancia amostral permitida ; c. valor critico para o teste de homogeneidade suficiente; o,. desvio padréo alvo; *critério para
repetibilidade: sa, < 0,5xop; **critério para homogeneidade. S%am < C. Ndo foram detectados outliers para nenhum dos
parametros (p > 0,05).

ANTONIO (2007) produziu um MRC de escopo similar ao do presente
trabalho, que incluiu os para@metros umidade, cinzas, proteina, gordura total e acidez

titulavel em leite em pd para lactentes. Para os estudos de homogeneidade foram
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tomados cinco materiais, analisados em duplicata, para o estudo da variabilidade
entre amostras e um material, analisado em seis replicatas, para o estudo da
variabilidade dentro da amostra. Foi realizada ANOVA, mas os critérios adotados
nao seguiram as diretrizes da norma ISO 13528 (1SO, 2005 b) ou do protocolo
harmonizado da IUPAC (THOMPSON et al., 2006). Heterogeneidade foi observada
para os parametros umidade e acidez titulavel, sendo o material considerado
homogéneo somente para cinzas, proteina e gordura total. Com relacdo a
repetibilidade, o referido autor relata apenas que valores satisfatorios foram
alcancados.

RAO et al. (1995) avaliaram a homogeneidade do leite em p6 em dois
candidatos a MR para carbono-14. Para o teste de homogeneidade entre amostras,
foram utilizadas seis amostras de diferentes latas e, seis subamostras foram
tomadas para a andlise da homogeneidade intra-amostras. Empregando teste de F,
o material foi caracterizado como homogéneo. No entanto, tais autores também néo
adotaram critérios definidos pelo protocolo harmonizado da IUPAC (THOMPSON et
al., 2006) e ISO 13528 (1SO, 2005 b).

JOSEPHS et al. (2004) produziram dois MRC para micotoxinas em leite em
po, relatando apenas que a incerteza da homogeneidade foi calculada por ANOVA e
utilizada para certificacdo dos materiais, nao citando referéncia ou mesmo o critério
adotado.

JEDZINIAK et al. (2009) produziram MR para residuos de medicamentos (5-
hidroxiflunixino e meloxicam) em leite de vaca e utilizaram como referéncia para o
estudo de homogeneidade o protocolo harmonizado pela IUPAC (THOMPSON et al.,
2006). Além disso, fizeram uma comparacédo do teste de Cochran e de Horwitz com
o critério de homogeneidade suficiente descrito pela IUPAC, encontrando
concordancia entre 0s mesmos, ou seja, o material foi considerado homogéneo em
todos os testes utilizados.

Um MRC para o escopo vitamina B3 em férmula infantil foi produzido por
TING et al. (2010). Homogeneidade foi avaliada tomando-se 15 frascos para o
estudo da variabilidade entre frascos e sete por¢des de um frasco para o estudo da
variabilidade dentro dos frascos. A analise dos resultados da homogeneidade foi
feita empregando testes de F e de t. No teste F, foram comparados os desvios
padrao entre frascos e dentro dos frascos. O teste t foi utilizado para examinar se a
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meédia entre os frascos foram significativamente diferente das médias dentro dos
frascos.

SHARPLESS et al. (2010) prepararam e caracterizaram MR de férmula
nutricional adulto/infantil para acidos graxos, vitaminas, minerais, aminoécidos e
nucleotideos. Estes autores realizaram estudos de “micro-homogeneidade” variando
porcoes teste para determinacdo da minima porcdo para a qual a homogeneidade
estaria assegurada. Contudo, heterogeneidade néo foi identificada, por analise de

variancia, para nenhuma porc¢ao teste empregada.

5.2.2 Estabilidade

Para avaliagéo da estabilidade dos materiais foram avaliadas as premissas da
regressao linear simples e o ajuste ao modelo linear (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)
e adotados os critérios definidos no ISO Guia 35 (ABNT, 2012) (Tabelas 18 a 23 e
Figuras 7 a 12). Os resultados dos testes de estabilidade também foram avaliados
segundo critérios de documentos relativos a ensaios de proficiéncia - a norma 1SO
13528 (ISO, 2005 b) (Tabelas 24 a 29) e o protocolo harmonizado pela IUPAC
(THOMPSON et al., 2006) (Tabelas 30 a 35).

Apesar de ndo ser preconizado pelo Guia ISO 35 (ABNT, 2012), a verificacado
do atendimento as premissas da regressao é de fundamental importancia.

O tratamento de outliers é critico, visto que a regressdo é muito sensivel a
presenca de pontos de influéncia, os quais podem perturbar a estimativa dos
parametros (BURKE, 2001). Trés outliers foram detectados pelo teste de residuos
padronizados Jacknife para MR1 considerando o parametro umidade, dois para
cinzas, oito para gordura total e um para acidez titulavel. Para o MR2 foram sete
para cinzas, um para gordura total e dois para acidez titulavel, sendo que para
umidade o tratamento ndo foi considerado visto a indicagdo da remoc¢éao de todos 0s
pontos do tempo seis meses e de pontos além do limite maximo de 22 %
recomendado. Considerando o MR3 foram sete outliers para cinzas, trés para
gordura total e dois para acidez titulavel, sendo que o tratamento também nao foi
conduzido para o parametro umidade devido a indicagdo de todos os pontos do
tempo quatro meses como outliers. Para o MR4 foi detectado um outlier para cinzas,

trés para gordura total, um para acidez titulavel e também o tratamento néo ocorreu
99



para o parametro umidade devido a indicacdo de remocédo de pontos além do limite
méaximo recomendado. Dois outliers para umidade e cinzas e um para gordura total e
acidez total titulavel foram encontrados no MR5 e, no MR6, trés para umidade e
cinzas e dois para gordura total e acidez total titulavel. Assim, os casos em que 0
tratamento de outliers sinalizou para um numero de dados dispersos além do
maximo recomendado, foram considerados como indicativos de falta de estabilidade
- MR2, MR3 e MR4 para o parametro umidade. Contudo, os testes subsequentes
das avaliagOes das premissas e do ajuste ao modelo linear foram conduzidos, sem a
remocao, visando uma melhor andlise dos resultados.

Para validade dos testes, é fundamental avaliar se as distribuicdes
hipotetizadas sdo compativeis com os dados. Nao normalidade, por exemplo, é
impeditiva para inferéncias baseadas nos testes de t e F (DUFOUR et al., 1998). A
premissa de normalidade foi verificada pelo teste de Ryan-Joiner e confirmada para
todos os parametros e materiais, exceto o parametro umidade do MR4 (p < 0,01).

A regressao linear assume que os residuos sao independentes. A
autocorrelacdo dos residuos afeta a variancia das estimativas dos parametros
obtidos pelo método minimos quadrados e pode subestimar a estimativa da
variancia da regressao e os intervalos de confianca (DRAPER & SMITH, 1998). O
teste de Durbin-Watson foi utilizado para avaliar a autocorrelagdo dos residuos,
sendo indicada autocorrelacdo positiva dos residuos no MR2, MR3 e MR4 para o
parametro umidade.

Regressao linear simples assume que cada nivel da faixa tem uma variacéo
absoluta constante, sendo a regressao ponderada comumente recomendada para
dados heteroscedasticos (JOHNSTON, 1984). Homoscedasticidade foi avaliada pelo
teste de Brown & Forsythe, havendo indicacdo de heteroscedasticidade (p < 0,05)
somente para o parametro umidade nos materiais MR2 e MR4.

Na avaliacdo da significancia da regressao por analise de variancia, indicativa
de falta de estabilidade, para o parametro umidade, os materiais MR1, MR2 e MR4
apresentaram regressao significativa (p < 0,01). Os demais materiais e parametros
tiveram indicagéo de regressao nao significativa (p > 0,05) e, consequentemente, de
estabilidade.

Para todos os materiais e parametros considerados estaveis, foi confirmado

ajuste ao modelo linear (p > 0,05), exceto para o MR3 parametro umidade, para o
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qual houve indicacdo de desvio da linearidade. Neste caso, como o modelo linear
nado era adequado, o material ndo poderia ser considerado como estavel pela

andlise da significancia da regressao.
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Tabela 18. Avaliacdo das premissas da regressao linear para estudo da estabilidade
do material embalado em sachés tipo stand-up pouch de politereftalato de etileno
metalizado/polietiieno de baixa densidade armazenado a temperatura ambiente
(MR1), segundo critérios do ISO Guia 35

Pardmetros
Estatistica
Umidade Cinzas Gordura total Acidez titulavel
Numero de observacdes
n 35 36 30 37
Normalidade
R 0,9891 0,9693 0,9853 0,9760
p p>0,10 p > 0,05 p>0,10 p>0,10
Homoscedasticidade
FL 2,703 0,112 0,095 1,353
p 0,06 0,95 0,96 0,27
Independéncia
d 1,675 2,374 1,754 2,052
p p>0,10 p>0,10 p>0,10 p>0,10
Regresséo
F 3,498 x 10 1,642 1,864 0,325
p 3,94x10™"° 0,21 0,18 0,57
Desvio da linearidade

F 8,493 0,461 0,810 0,076
p 1,15 x 10° 0,64 0,46 0,93

n = nimero de observagdes, R = coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner, p = significancia, F = estatistica F de Levene, d =
estatistica de Durbin-Watson, F = raz&o entre variancias.
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Tabela 19. Avaliacdo das premissas da regresséo linear para estudo da estabilidade
do material embalado em sachés tipo stand-up pouch de politereftalato de etileno
metalizado/polietiieno de baixa densidade armazenado sob congelamento (MR2),
segundo critérios do ISO Guia 35

Estatistica Parametros

Umidade* Cinzas Gordura total Acidez titulavel

NUmero de observacdes

n 38 31 37 36
Normalidade
R 0,9926 0,9883 0,9884 0,9710
p p>0,10 p>0,10 p>0,10 p > 0,05
Homoscedasticidade
Fu 3,879 2,166 1,415 0,087
p 0,02 0,12 0,26 0,97
Independéncia
d 0,662 2,319 1,926 1,987
p p<01 p>0,10 p>0,10 p>0,10
Regressao
F 8,265 2,222 1,062 0,092
p 6,74 X 10° 0,15 0,31 0,76
Desvio da linearidade
F 31,720 0,277 0,473 0,938
p 1,68 x 108 0,76 0,63 0,40

n = nimero de observagdes, R = coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner, p = significAncia, F = estatistica F de Levene, d =
estatistica de Durbin-Watson, F = raz8o entre variancias, *resultados apresentados sem tratamento de outliers devido a
indicagdo de um nimero de outliers maior que o0 maximo permitido, além da remocéo de todos os dados do tempo 6 meses.
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Tabela 20. Avaliacdo das premissas da regressao linear para estudo da estabilidade
do material embalado em sachés tipo stand-up pouch de politereftalato de etileno
metalizado/polietiieno de baixa densidade armazenado sob refrigeragdo (MR3),
segundo critérios do ISO Guia 35

Pardmetros
Estatistica
Umidade* Cinzas Gordura total Acidez titulavel
NUmero de observacdes
n 38 31 35 36
Normalidade
R 0,9833 0,9738 0,9891 0,9775
p p>0,10 p>0,10 p>0,10 p>0,10
Homoscedasticidade
Fu 1,278 1,623 1,343 0,629
p 0,30 0,21 0,28 0,60
Independéncia
d 0,966 2,237 2,406 2,259
p p <0,10 p>0,10 p>0,10 p>0,10
Regressao
F 0,281 1,905 0,138 3,721
p 0,60 0,18 0,71 0,06
Desvio da linearidade

F 34,361 1,221 0,797 0,319
p 6,87 x 10° 0,31 0,46 0,73

n = nimero de observagdes, R = coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner, p = significAncia, F = estatistica F de Levene, d =

estatistica de Durbin-Watson, F = razdo entre variancias,

indicacdo de remocéao de todos os dados do tempo 4 meses.

*resultados apresentados sem tratamento de outliers devido a
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Tabela 21. Avaliacdo das premissas da regressao linear para estudo da estabilidade
do material embalado em frascos de vidro ambar com tampa de rosca armazenado a

temperatura ambiente (MR4), segundo critérios do ISO Guia 35

Parametros
Estatistica
Umidade* Cinzas Gordura total Acidez titulavel
Numero de observacdes
n 38 37 35 37
Normalidade
R 0,9225 0,9698 0,9864 0,9731
p p<0,01 p > 0,05 p>0,10 p>0,05
Homoscedasticidade
Fo 10,589 0,150 0,574 0,290
p 4,58 x 10° 0,93 0,64 0,83
Independéncia
d 0,534 2,018 1,470 1,737
p p<0,1 p>0,10 p>0,10 p>0,10
Regresséo
F 94,016 3,158 0,048 1,304
p 1,41 x 10 0,08 0,83 0,26
Desvio da linearidade

F 13,071 0,089 1,000 1,328
p 6,15 x 10° 0,92 0,38 0,28

n = nimero de observagdes, R = coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner, p = significancia, F = estatistica F de Levene, d =
estatistica de Durbin-Watson, F = raz8o entre variancias, *resultados apresentados sem tratamento de outliers devido a
indicacdo de um nimero de outliers maior que 0 maximo permitido.
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Tabela 22. Avaliacdo das premissas da regressao linear para estudo da estabilidade
do material embalado em frascos de vidro ambar com tampa de rosca armazenado
sob congelamento (MR5), segundo critérios do ISO Guia 35

Parametros
Estatistica
Umidade Cinzas Gordura total Acidez titulavel
Numero de observacdes
n 36 36 37 37
Normalidade
R 0,9921 0,9886 0,9841 0,9823
p p>0,10 p>0,10 p>0,10 p>0,10
Homoscedasticidade
FL 0,832 1,514 0,420 0,330
p 0,49 0,23 0,74 0,80
Independéncia
d 2,134 1,877 1,476 1,563
p p>0,10 p>0,10 p>0,10 p>0,10
Regresséo
F 3,448 3,273 0,067 0,563
p 0,07 0,08 0,80 0,46
Desvio da linearidade

F 0,215 0,343 1,489 0,554
p 0,81 0,71 0,24 0,58

n = nimero de observagdes, R = coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner, p = significancia, F = estatistica F de Levene, d =
estatistica de Durbin-Watson, F = raz&o entre variancias.
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Tabela 23. Avaliacdo das premissas da regressao linear para estudo da estabilidade

do material embalado em frascos de vidro ambar com tampa de rosca armazenado

sob refrigeracdo (MR6), para os parametros do escopo, segundo critérios do ISO

Guia 35
Parametros
Estatistica
Umidade Cinzas Gordura total Acidez titulavel
NUmero de observagdes
n 35 35 36 38
Normalidade
R 0,9893 0,9754 0,9882 0,9847
p p>0,10 p>0,10 p>0,10 p>0,10
Homoscedasticidade
Fu 0,911 0,106 0,962 1,706
p 0,45 0,96 0,42 0,18
Independéncia
d 2,244 1,735 1,552 1,769
p p>0,10 p>0,10 p>0,10 p>0,10
Regressao
F 0,673 1,321 0,740 0,549
p 0,42 0,26 0,40 0,46
Desvio da linearidade

F 0,097 0,986 3,248 0,322
*p 0,91 0,38 0,05 0,73

n = nimero de observagdes, R = coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner, p = significAncia, F = estatistica F de Levene, d =
estatistica de Durbin-Watson, F = razdo entre variancias.
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Pela analise visual dos graficos de regressao linear simples (Figuras 7 a 12),
€ possivel observar tendéncia, falta de estabilidade, para os materiais MR1, MR2 e
MR4 em relagcdo ao parametro umidade, bem como a estabilidade, ao longo de seis
meses, para 0s demais materiais/parametros do escopo deste estudo.

Os resultados do teste de estabilidade segundo o ISO Guia 35 (ABNT, 2012),
considerando a abordagem de célculo pela significancia de b;, também encontram-
se representados nas Figuras 7 a 12.

Como pode ser observado na Figura 7, a inclinacdo néo foi significativa para
o MR1, em relacdo aos parametros cinzas, gordura total e acidez titulavel,
apresentando valores de probabilidade p,y de 0,209, 0,183 e 0,572,
respectivamente. No caso do parametro umidade, a inclinagdo foi significativa
(p <0,001). Portanto, o MR1 foi considerado instavel apenas para o parametro
umidade durante seis meses de armazenamento.

No MR2, a inclinacdo também foi significativa apenas para o parametro
umidade (p <0,010). As probabilidades pp; foram 0,147 para cinzas, 0,310 para
gordura total e 0,764 para acidez titulavel (Figura 8). Portanto, apenas umidade foi
instavel durante o periodo de armazenamento deste material.

Considerando o MR3, o valor de pp; foi de 0,599 para umidade, 0,178 para
cinzas, 0,713 para gordura total e 0,062 para acidez titulavel (Figura 9), indicando
estabilidade durante o periodo de armazenamento para todos os parametros do
escopo.

No MR4, a inclinacao foi significativa para o parametro umidade, com valor de
P de 1,41 x 10™ e n&o significativa para os outros trés parametros, com
probabilidas de 0,084, 0,829 e 0,261 para cinzas, gordura total e acidez titulavel,
respectivamente (Figura 10).

O MR5 e MR6 apresentaram estabilidade para todos os parametros
analisados. Os valores de pp; do MR5 foram de 0,072 para o parametro umidade,
0,079 para cinzas, 0,797 para gordura total e 0,458 para acidez titulavel (Figura 11).
No caso do MR6, esses valores foram de 0,418, 0,259, 0,396 e 0,464 para umidade,
cinzas, gordura total e acidez titulavel, respectivamente (Figura 12).

Portanto, segundo critério da I1SO 35 (ABNT, 2012), instabilidade foi
evidenciada apenas para o parametro umidade nos materiais MR1, MR2 e MR4

durante seis meses de armazenamento do leite em pd. Considerando a andlise de
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regressao linear segundo SOUZA & JUNQUEIRA (2005), também o MR3 néo seria
considerado estavel para o referido parametro, visto que houve indicacdo de desvio
ao modelo linear. Cumpre ressaltar que o resultado observado para o MR3
parametro umidade reitera a necessidade de verificacdo das premissas e do ajuste
ao modelo, previamente ao teste da significancia da regressaol/inclinacéao. Isto
porque, tal material seria erroneamente considerado estavel para umidade se

somente a analise da significAncia da regresséao/inclinacdo fosse conduzida.

109



Umidade (%)

y = (0,0757+0,0040)x + (3,4068+0,0117) y = (-0,0027+0,0021)x + (5,9359:0,0064)

R?=0,9138, p,=3,94x 10" Rz =0,0461, p, = 0,209
5 10
4 ./’_e/e—’/@ 5
3 ;\o\ 6 & o -y o
]
2 @ 4 |
£
i O
1 5 |
O T T T T T 0
0 1 2 ?’ 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Més N
Més
y = (-0,0092+0,0067)x + (25,9645+0,0200) y = (-0,0047+0,0082)x + (17,0939+0,0248)
R2?=0,0624, p, = 0,183 R2=0,0092, p, = 0,572
50 1 30 ;
_ 40 25 |
X ] ]
~ E = 20 ]
— E = 1
g 304 . S e e o )
= ;e ~ ~ g 15 ]
E 20 E \© ]
3 2 10 1
B 10 é N ]
o 107 g 5
E 2 ]
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ < 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 4 5 6 0 1 2 4 5 6
Més Més

Figura 7. Curvas obtidas por regressao linear para avaliacdo da estabilidade,
durante 6 meses, do material embalado em sachés tipo stand-up pouch de
politereftalato de etileno metalizado/polietileno de baixa densidade armazenado a
temperatura ambiente (MR1), para os parametros umidade, cinzas, gordura total e
acidez titulavel, segundo critérios do ISO Guia 35.

y = resposta % para os diferentes parametros, x = tempo em meses, R’= coeficiente de determinagao, py.: probabilidade da
significancia da inclinagéo.
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Figura 8. Curvas obtidas por regressao linear para avaliacdo da estabilidade,
durante 6 meses, do material embalado em sachés tipo stand-up pouch de
politereftalato de etileno metalizado/polietileno de baixa densidade armazenado sob
congelamento (MR2), para os parametros umidade, cinzas, gordura total e acidez
titulavel, segundo critérios do ISO Guia 35.

y = resposta % para os diferentes parametros, x = tempo em meses, R?= coeficiente de determinacao, pu:: probabilidade da
significancia da inclinagéo.
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Figura 9. Curvas obtidas por regressao linear para avaliagdo da estabilidade,
durante 6 meses, do material embalado em sachés tipo stand-up pouch de
politereftalato de etileno metalizado/polietileno de baixa densidade armazenado sob
refrigeracdo (MR3), para os parametros umidade, cinzas, gordura total e acidez
titulavel, segundo critérios do 1ISO Guia 35.

y = resposta % para os diferentes parametros, x = tempo em meses, R?= coeficiente de determinacéo, pw:: probabilidade da
significancia da inclinagéo.
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Figura 10. Curvas obtidas por regressao linear para avaliacdo da estabilidade,
durante 6 meses, do material embalado em frascos de vidro ambar com tampa de
rosca armazenado a temperatura ambiente (MR4), para os parametros umidade,

cinzas, gordura total e acidez titulavel, segundo critérios do ISO Guia 35.

y = resposta % para os diferentes parametros, x = tempo em meses, R*= coeficiente de determinac&o, pu:: probabilidade da
significancia da inclinagéo.
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Figura 11. Curvas obtidas por regressao linear para avaliacdo da estabilidade,
durante 6 meses, do material embalado em frascos de vidro ambar com tampa de
rosca armazenado sob congelamento (MR5), para os parametros umidade, cinzas,

gordura total e acidez titulavel, segundo critérios do ISO Guia 35.

y = resposta % para os diferentes parametros, x = tempo em meses, R’= coeficiente de determinacao, py.: probabilidade no
teste de significancia da inclinagéo.
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Figura 12. Curvas obtidas por regressao linear para avaliacdo da estabilidade,

durante 6 meses, do material embalado em frascos de vidro ambar com tampa de

rosca armazenado sob refrigeracdo (MR6), para os parametros umidade, cinzas,

gordura total e acidez titulavel, segundo critérios do 1ISO Guia 35.

y = resposta % para os diferentes parametros, x = tempo em meses, R?= coeficiente de determinag&o, pyy: probabilidade no
teste de significancia da inclinagdo.
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Nas Tabelas 24 a 29 estdo representados os testes de estabilidade segundo
critérios da ISO 13529 (ISO, 2005 b), apds seis meses, com resultados cumulativos
das analises nos tempos dois, quatro e seis meses. Os valores de 0,3xo,
encontrados foram de 0,034 para o parametro umidade, 0,055 para cinzas, 0,191
para gordura total e 0,134 para acidez titulavel, considerando os modelos de Horwitz
(1982).

No caso do MR1, MR2, MR3 e MR4, apenas o parametro umidade foi
instavel, apresentando diferencas entre as médias dos testes de homogeneidade e
estabilidade de 0,30; 0,15; 0,08 e 0,85, respectivamente, ou seja, maiores que
0,3x0p. Nos parametros cinzas, gordura total e acidez titulavel do MR1, os valores
encontrados foram de 0,01; 0,00 e 0,01, respectivamente, todos inferiores aos
valores de 0,3x0, (Tabela 24).

Para o MR2, os valores das diferencas entre as médias para cinzas foram de
0,02, gordura total de 0,04 e acidez titulavel de 0,00 (Tabela 25). Esses valores para
o MR3 foram de 0,01; 0,03 e 0,04 (Tabela 26) e para o0 MR4 de 0,02; 0,03 e 0,00,
respectivamente (Tabela 27), sendo assim considerados estaveis.

O MR5 e MR6 apresentaram estabilidade para todos os parametros
analisados. Portanto, as diferencas entre as médias dos testes de homogeneidade e
estabilidade foram inferiores a 0,3xo, em todos os casos. Para o MR5, os valores
das diferencas entre as médias foram de 0,01 para umidade, 0,02 para cinzas e
gordura total e de 0,03 para acidez titulavel (Tabela 28), enquanto para o MR6, as
diferencas representaram 0,01 para umidade, 0,00 para cinzas, 0,05 para gordura
total e 0,03 para acidez titulavel (Tabela 29).

Assim, de acordo com os critérios da norma ISO 13528 (ISO, 2005 b), houve
indicacdo de instabilidade apenas para o parametro umidade dos materiais MR1,
MR2, MR3 e MR4, durante seis meses de armazenamento do leite em pé integral.
Vale destacar que a mesma indicacdo foi obtida quando os materiais foram

avaliados nos tempos dois e quatro meses (sendo este ultimo cumulativo).
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Tabela 24. Avaliacdo da estabilidade, durante seis meses, do material embalado em
sachés tipo stand-up pouch de politereftalato de etileno metalizado/polietileno de
baixa densidade armazenado a temperatura ambiente (MR1), para os parametros
umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel, segundo critérios da norma ISO
13528

Estatistica
Parametro - - — Concluséao*
Xtk Ytk Xtk - Ytk 0,30p
Umidade (%) 3,40 3,70 0,30 0,034 Lote néo estavel
Cinzas (%) 5,94 5,93 0,01 0,055 Lote estavel
Gordura total 25,98 25,98 0,00 0,191 Lote estavel
(%)
Acidez titulavel 17,08 17,07 0,01 0,134 Lote estavel
(mL NaOH 0,1 N/10g
sélidos nédo
gordurosos)

Yt K- média geral obtida no teste de homogeneidade; Vt K - média geral obtida no teste de estabilidade; *critério: |)_(t K 7Vt K

<

O,3><0p

Tabela 25. Avaliacdo da estabilidade, durante seis meses, do material embalado em
sachés tipo stand-up pouch de politereftalato de etileno metalizado/polietileno de
baixa densidade armazenado sob congelamento (MR2), para 0s parametros
umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel, segundo critérios da norma ISO
13528

Estatistica
Parametro — — —— Concluséo*
Xtk Vek [tk - V| 0.30p
Umidade (%) 3,40 3,55 0,15 0,034 Lote ndo estavel
Cinzas (%) 5,94 5,92 0,02 0,055 Lote estavel
Gordura total 25,98 26,01 0,04 0,191 Lote estavel
(%)
Acidez titulavel 17,08 17,08 0,00 0,134 Lote estavel
(mL NaOH 0,1 N/10g
sélidos ndo
gordurosos)

Xt K- média geral obtida no teste de homogeneidade; Vt K - Mmédia geral obtida no teste de estabilidade; *critério: |)_<t K _Vt K

<

O,3><C)'p
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Tabela 26. Avaliacdo da estabilidade, durante seis meses, do material embalado em
sachés tipo stand-up pouch de politereftalato de etileno metalizado/polietileno de
baixa densidade armazenado sob refrigeracdo (MR3), para os parametros umidade,
cinzas, gordura total e acidez titulavel, segundo critérios da norma ISO 13528

Estatistica
Parametro — — Concluséo*
Xtk Ytk |>_<t,k —\_(t,kl 0,30p
Umidade (%) 3,40 3,48 0,08 0,034 Lote néo estavel
Cinzas (%) 5,94 5,93 0,01 0,055 Lote estavel
Gordura total 25,98 25,95 0,03 0,191 Lote estavel
(%)
Acidez titulavel 17,08 17,04 0,04 0,134 Lote estavel
(mL NaOH 0,1 N/10g
sélidos nédo
gordurosos)

<

Xt K- média geral obtida no teste de homogeneidade; Vt k - média geral obtida no teste de estabilidade; *critério: |)_<t K _Vt K

0,3><0'p

Tabela 27. Avaliacdo da estabilidade, durante seis meses, do material embalado em
frascos de vidro ambar com tampa de rosca armazenado a temperatura ambiente
(MR4), para os parametros umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel, segundo
critérios da norma ISO 13528

Estatistica
Parametro — — Concluséo*
Xtk Ytk |>_<t,k —\_(t,kl 0,30p
Umidade

3,39 4,24 0,85 0,034 Lote ndo estavel

Cinzas 5,93 5,91 0,02 0,055 Lote estavel

Gordura total 25,96 25,99 0,03 0,191 Lote estavel

Acidez titulavel 17,05 17,05 0,00 0,134 Lote estavel

Yt k' média geral obtida no teste de homogeneidade; Vt K - Mmédia geral obtida no teste de estabilidade; *critério: |)_(t K 7Vt K

=

O,3><Op
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Tabela 28. Avaliacdo da estabilidade, durante seis meses, do material embalado em
frascos de vidro ambar com tampa de rosca armazenado sob congelamento (MR5),
para 0s parametros umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel, segundo
critérios da norma 1SO 13528

Estatistica

Pardmetro — — Concluséo*

Xt,k Ytk |)_('[,k —\_('[,k| O’SUP

Umidade

3,39 3,40 0,01 0,034 Lote estavel
Cinzas 5,93 5,91 0,02 0,055 Lote estavel
Gordura total 25,96 25,98 0,02 0,191 Lote estavel
Acidez titulavel 17,05 17,02 0,03 0,134 Lote estavel

<

Yt K- média geral obtida no teste de homogeneidade; Vt K - média geral obtida no teste de estabilidade; *critério: |)_(t K 7Vt K

O,3><0p

Tabela 29. Avaliacdo da estabilidade, durante seis meses, do material embalado em
frascos de vidro ambar com tampa de rosca armazenado sob refrigeracdo (MR6),
para 0s parametros umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel, segundo
critérios da norma ISO 13528

Estatistica
Parametro — — Concluséo*
Xtk Yt k |>_<t,k —\_(t,k| 0,30p

Umidade (%) 3,39 3,38 0,01 0,034 Lote estavel

Cinzas (%) 5,92 5,92 0,00 0,054 Lote estavel

Gordura total 25,96 26,01 0,05 0,191 Lote estavel

(%)
Acidez titulavel 17,05 17,02 0,03 0,134 Lote estavel
(mL NaOH 0,1 N/10g

sélidos nédo
gordurosos)

Yt k' média geral obtida no teste de homogeneidade; Vt K - média geral obtida no teste de estabilidade; *critério: |)_(t K 7Vt K

=

O,3><Op
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Nas Tabelas 30 a 35 estdo apresentados os resultados do teste de
estabilidade, apds seis meses, conforme preconizado no protocolo harmonizado
pela IUPAC (THOMPSON et al., 2006). Os dois critérios para a avaliacdo da
estabilidade considerados no referido protocolo foram considerados.

Os valores de 0,1x0,, calculados para os parametros umidade, cinzas, gordura
total e acidez titulavel foram 0,011, 0,018, 0,064 e 0,045, respectivamente.

Os materiais MR1, MR2, MR3 e MR4 foram instaveis apenas para o
parametro umidade, com concordancia entre os dois critérios propostos. Como pode
ser observado nas Tabelas 30, 31, 32 e 33, pelo teste de t, somente houve
diferenca significativa entre as médias do parametro umidade (p < 0,05). Os valores
das diferencas entre as médias dos grupos controle e experimental foram 0,30; 0,15;
0,08 e 0,85 para os materiais MR1, MR2, MR3 e MR4, respectivamente, maiores
que o limite 0,1xoy.

No caso do MR4, para o parametro cinzas, houve indicacdo de estabilidade
pelo teste de t (p > 0,05). Contudo, instabilidade foi detectada pelo segundo critério,
visto que a diferenca entre as médias dos grupos controle e experimental (0,018) foi
maior que 0,1xo, (0,015). Gordura total e a acidez titulavel foram considerados
parametros estaveis por ambos os critérios (Tabela 33).

Os materiais MR5 e MR6 foram considerados estaveis para todos os
parametros, pelos dois critérios (Tabelas 34 e 35).

Nos tempos dois e quatro meses (este Ultimo cumulativo), foram observados
0S mesmos resultados de estabilidade/instabilidade descritos para o tempo seis

meses, em ambos o0s critérios.
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Tabela 30. Avaliacdo da estabilidade, durante seis meses, do material embalado em
sachés tipo stand-up pouch de politereftalato de etileno metalizado/polietileno de
baixa densidade armazenado a temperatura ambiente (MR1), para os parametros
umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel, segundo critérios do protocolo da
IUPAC

Estatistica
Parametro _ _ _ Critério teste de t* Critério op™*
Xe Xe |XC - Xe| = 0.1 =
t p Concluséo »10p  Concluséo
Umidade (%) 3,40 3,70 0,30 -9,321 3,93 x10° Lote nao 0,011 Lote ndo
1" estavel estavel
Cinzas (%) 5,94 5,93 0,01 1,156 2,55 x10" Lote 0,018 Lote
estavel estavel
Gordura total 25,98 25,98 0,00 -0,022 9,83 x107t Lote 0,064 Lote
(%) estavel estavel
Acidez titulavel 17,08 17,07 0,01 0,257 7,98 x107t Lote 0,045 Lote
(mL NaOH 0,1 estavel estavel
N/10g sélidos nao
gordurosos)

Yc : média controle; Ye : média experimental; *critério teste t: p 2 0,05: lote estavel; **critério o, |§C _Ye

< 0,lxcp

Tabela 31. Avaliacdo da estabilidade, durante seis meses, do material embalado em
sachés tipo stand-up pouch de politereftalato de etileno metalizado/polietileno de
baixa densidade armazenado sob congelamento (MR2), para 0s parametros
umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel, segundo critérios do protocolo da
IUPAC

Estatistica
A Critério teste de t* Critério ap™*
Parametro _ |_ _ |
X X Xe—X ~
¢ ¢ ¢ e p Conclusao 0,10y  Concluséo
Umidade (%) 3,40 3,55 0,15 -5,613 2,29 x10°® Lote ndo 0,011 Lote nédo
estavel estavel
Cinzas (%) 5,94 5,92 0,02 1,452 1,55 x10™ Lote 0,018 Lote
estavel estavel
Gordura total 25,98 26,01 0,04 -0,703 4,86 x10™ Lote 0,064 Lote
(%) estavel estavel
Acidez titulavel 17,08 17,08 0,00 0,093 9,26 x10* Lote 0,045 Lote
(mL NaOH 0,1 estavel estavel
N/10g sélidos ndo
gordurosos)

X : média controle; X, : média experimental; *critério teste t: p 2 0,05: lote estavel; **critério o,: |§C — Xl = 0,1x0p
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Tabela 32. Avaliacdo da estabilidade, durante seis meses, do material embalado em
sachés tipo stand-up pouch de politereftalato de etileno metalizado/polietileno de
baixa densidade armazenado sob refrigeracdo (MR3), para os parametros umidade,
cinzas, gordura total e acidez titulavel, segundo critérios do protocolo da IUPAC

Estatistica
Parametro _ _ _ Critério teste de t* Critério op™*
Xe Xe |x° - Xe| t p Conclusdo 0.10p  Concluséo
Umidade (%) 3,40 3,48 0,08 -2,031 4,97 x10©  Lote ndo 0,011 Lote ndo
2 estavel estavel
Cinzas (%) 5,94 5,93 0,01 1,054 2,99 x10 Lote 0,018 Lote
! estavel estavel
Gordura total 25,98 25,95 0,03 0,438 6,64 x10° Lote 0,064 Lote
(%) ! estavel estavel
Acidez titulavel 17,08 17,04 0,04 1,062 2,95 x10° Lote 0,045 Lote
(ML NaOH 0,1 ! estavel estéavel
N/10g sélidos ndo
gordurosos)

< 0,1xop

X : média controle; X, : média experimental; *critério teste t: p 2 0,05: lote estavel; **critério o,: |XC -Xe

Tabela 33. Avaliacdo da estabilidade, durante seis meses, do material embalado em
frascos de vidro ambar com tampa de rosca armazenado a temperatura ambiente
(MR4), para os parametros umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel, segundo
critérios do protocolo da IUPAC

Estatistica
Parametro _ _ _ Critério teste de t* Critério op™*
Xe Xe |x° - Xe| t p Conclusdo  0.10p  Conclusao
Umidade (%) 3,39 4,24 0,85 -5,713 1,68 x 10 Lote ndo 0,011 Lote nédo
6 estavel estavel
Cinzas (%) 5,93 5,91 0,02 1,945 5,96 x10” Lote 0,018 Lote n&o
estavel estavel
Gordura total 25,96 25,99 0,03 -0,549 5,86 x10™" Lote 0,064 Lote
(%) estavel estavel
Acidez titulavel 17,05 17,05 0,00 0,000 9,97 x10t Lote 0,045 Lote
(mL NaOH 0,1 estavel estavel
N/10g sélidos ndo
gordurosos)

< 0, 1X0'p

Yc : média controle; Ye : média experimental; *critério teste t: p 2 0,05: lote estavel; **critério oy: |§C —Ye
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Tabela 34. Avaliacdo da estabilidade, durante seis meses, do material embalado em
frascos de vidro ambar com tampa de rosca armazenado sob congelamento (MR5),
para 0s parametros umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel, segundo
critérios do protocolo da IUPAC

Estatistica
Parametro _ _ _ Critério teste de t* Critério op™*
Xe Xe |x° - Xe| t p Conclusdo 0.10p  Concluséo
Umidade (%) 3,39 3,40 0,01 -0,588 5,60 x10™ Lote 0,011 Lote
estavel estavel
Cinzas (%) 5,93 591 0,02 1,689 9,99 x10°° Lote 0,018 Lote
estavel estavel
Gordura total 25,96 25,98 0,02 -0,384 7,03 x10™" Lote 0,064 Lote
(%) estavel estavel
Acidez titulavel 17,05 17,02 0,03 1,000 3,24 x10t Lote 0,045 Lote
(mL NaOH 0,1 estavel estavel
N/10g sélidos ndo
gordurosos)
Yc : média controle; Ye : média experimental; *critério teste t: p 2 0,05: lote estavel; **critério o, |§C _Ye < 0,1xcp

Tabela 35. Avaliacdo da estabilidade, durante seis meses, do material embalado em
frascos de vidro ambar com tampa de rosca armazenado sob refrigeracdo (MR6),
para 0s parametros umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel, segundo
critérios do protocolo da IUPAC

Estatistica
Parametro _ _ _ Critério teste de t* Critério o,
Xe Xe |X° - Xe| t P Conclusdo 0.10p  Conclusao
Umidade (%) 3,39 3,38 0,01 0,428 6,71 x10*" Lote 0,011 Lote
estavel estavel
Cinzas (%) 5,92 5,92 0,01 0,686 4,97 x10™" Lote 0,018 Lote
estavel estavel
Gordura total 25,96 26,01 0,05 -0,948 3,50 x10t Lote 0,064 Lote
(%) estavel estavel
Acidez titulavel 17,05 17,02 0,03 0,701 4,88 x10t Lote 0,045 Lote
(mL NaOH 0,1 estavel estavel
N/10g sélidos nao
gordurosos)

X : média controle; X, : média experimental; *critério teste t: p 2 0,05: lote estavel; **critério a,: |§C —Xe

< 0,1xcp
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Considerando os critérios de aceitabilidade recomendados pelo ISO Guia 35
(ABNT, 2012), norma ISO 13528 (ISO, 2005 b) e documento da IUPAC
(THOMPSON et al. 2006), os materiais MR5 e MR6 apresentaram estabilidade para
todos os parametros do escopo (umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel),
apos seis meses. No entanto, ndo houve estabilidade do parametro umidade para os
materiais MR1, MR2, e MR4. Assim, estes materiais foram considerados estaveis
somente para 0s parametros cinzas, gordura total e acidez titulavel, independente da
norma e critérios adotados.

Com relacdo ao parametro umidade do MRS3, houve divergéncia entre os
resultados de estabilidade, visto que segundo os critérios do ISO Guia 35 (ABNT,
2012) ndo houve indicacdo de instabilidade, enquanto pelos critérios das demais
referéncias, instabilidade foi detectada. Isto ndo aconteceria se as andlises de
significancia da regressao/inclinacdo fossem conduzidas apoOs verificagcdo das
premissas e adequacdo ao modelo linear, conforme abordagem de SOUZA &
JUNQUEIRA (2005). Assim, optou-se por concluir pela instabilidade do referido
material em relagcdo ao parametro umidade, com o apontamento da importancia da
avaliacdo da adequacdo do modelo linear previamente a avaliacdo da significancia
do parametro b; estimado.

MR1, MR2 e MRS3 correspondem aqueles materiais embalados em sachés
tipo stand-up pouch de PET metalizado/PEBD, estocados sob temperatura
ambiente, congelamento e refrigeracdo, respectivamente, enquanto o MR4 foi o
material acondicionado em frascos de vidro ambar a temperatura ambiente.

Provavelmente, no caso dos MR embalados nos sachés, ocorreu algum
problema na selagem térmica das embalagens, o que promoveu alteracdo no
parametro umidade, visto que a falta de estabilidade foi independente da
temperatura de armazenamento. Segundo ALVES et al. (2008), o ganho de umidade
do leite em pd é decorrente da transferéncia de vapor d’agua pela embalagem, o
que pode ocorrer devido a permeacao pelo material da embalagem ou devido as
falhas na regido da termosselagem. Quanto ao material embalado em vidro,
possivelmente, houve penetragdo de umidade devido a algum problema no
rosqueamento das tampas. Contudo, durante a preparacdo destes materiais, ndo

tenham foram detectados problemas visiveis durante o fechamento das embalagens.
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Os parametros cinzas, gordura total e acidez titulavel foram estaveis no
periodo de seis meses para todos os MR de acordo com os critérios do ISO Guia 35
(ABNT, 2012) (Figuras 7 a 12),da norma ISO 13525 (ISO, 2005 b) (Tabelas 24 a
29) e do protocolo da IUPAC (THOMPSON et al. 2006) (Tabelas 30 a 35), sendo
que, neste ultimo, houve uma divergéncia entre os resultados de cinzas do MRA4.
Como o protocolo da IUPAC disponibiliza dois critérios para avaliacdo da
estabilidade (pela comparacdo da diferenca das médias dos grupos controle e
experimental pelo teste de t ou pelo critério de 0,1x0,), néo justificaria aceitar o lote
como nao estavel, tendo em vista que o lote foi estavel também de acordo com o0s
outros documentos.

CAMPOS et al. (1998) avaliaram a influéncia da inertizacdo com nitrogénio na
vida de prateleira do leite em p6 acondicionado em embalagens metalicas e, durante
um ano, verificaram aumento da acidez e umidade (que foi detectada desde o
primeiro més) tanto no leite acondicionado em embalagem com atmosfera normal
como em atmosfera modificada. Os autores justificaram as alteragbes por reacoes
quimicas de oxidagdo no produto e permeabilidade da embalagem ao vapor d’agua,
respectivamente.

Resultados semelhantes foram encontrados por KREY & SOUZA (2009) que
avaliaram a qualidade microbiolégica e fisico-quimica do leite em poé integral de 20
lotes diferentes e, apos trés meses de armazenamento, observaram aumento dos
niveis de acidez e umidade em algumas amostras de leite em pd. Com relacédo ao
teor gordura, ndo foram observadas variacdes significativas em 95 % dos lotes
analisados.

No teste de estabilidade realizado por ANTONIO (2007), 16 amostras de MR
de leite em p6 foram utilizadas, quatro foram armazenadas a temperatura de 40 °C,
guatro amostras a temperatura de -5 °C, quatro amostras a temperatura de -20 °C e
quatro amostras a temperatura ambiente. Os parametros umidade, cinzas, acidez
titulavel, gordura e proteina foram analisados apés 15 dias (temperatura de 40°C) e
ap0s um trés, seis e oito meses e meio de armazenamento. Nas amostras
armazenadas a 40 °C, todos os parametros se mantiveram estaveis apos 15 dias. A
-20°C, até os seis meses e meio de armazenamento todos 0s parametros se
mantiveram estaveis e, apos oito meses e meio de armazenamento a acidez titulavel
e proteina foram instaveis. Nas amostras mantidas a - 5°C, apenas a proteina se
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manteve estavel até aos oito meses e meio. Quanto as amostras mantidas a
temperatura ambiente, todos os parametros exceto a umidade e a cinzas (ja nao se
encontravam estaveis apos trés meses e meio de armazenamento), apresentaram
uma boa estabilidade. Este autor relatou apenas que utilizou saquetas de leite em
po, mas nao especificou o tipo de material utilizado para acondicionamento do MR
produzido. Os resultados do teste de estabilidade foram calculados pela ANOVA.

Desta forma, considerando os resultados obtidos no presente trabalho para os
MR acondicionados em frascos de vidro, resultados semelhantes foram alcancados
para a temperatura de congelamento. Entretanto, na temperatura de refrigeracédo, na
qual foi observada estabilidade para todos os parametros do escopo e, na
temperatura ambiente, na qual houve instabilidade somente para o parametro
umidade, foram obtidos melhores resultados de estabilidade.

Para os materiais acondicionados nos sachés, os resultados de ANTONIO
(2007) foram melhores para a condicdo de congelamento, visto que nado houve
problemas com a estabilidade do parametro umidade. Contudo para as temperaturas
de refrigeracdo e ambiente, o perfil de estabilidade neste trabalho foi melhor.

Apesar do aumento no teor de umidade nos MR1, MR2, MR3 e MR4,
provavelmente, ndo ocorreram reacdes de oxidacdo ou lipdlise nos diferentes MR,
visto que a acidez foi mantida estavel. Isso porque, segundo ARAUJO (2008) e
FELLOWS (2006), a oxidacao lipidica ocorre em A, baixa (menor que 0,1) e em A,
elevada (0,55 a 0,85) e o ganho de umidade que o0s materiais sofreram
possivelmente ndo foram suficientes para atingir niveis de A, tdo altos que
favorecessem a oxidacao.

Além disso, de acordo com ARAUJO (2008), a estabilidade do leite em po
integral se deve a protecdo dos globulos de gordura por uma camada de lactose, o
gue evita o contato do oxigénio com a gordura. Soma-se a isto, a formacdo de
compostos antioxidantes durante a secagem a temperaturas elevadas.

O leite possui uma lipase endogena que, poderia provocar a hidrélise dos
triglicerideos resultando num aumento de fracdo de &cidos graxos livres e,
consequentemente, num aumento da acidez. Porém, essa enzima esta ligada em
grande parte as micelas de caseina, o que diminui sua concentracéo livre e, 0
aguecimento a 75 °C durante 20 segundos (condi¢cdes proximas a pasteurizacao) ja

é suficiente para inativa-la. Além disso, a membrana do glébulo de gordura protege
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os triglicerideos do ataque enzimatico e, a enzima ndo consegue atravessa-la com
facilidade (ARAUJO, 2008).

A lipdlise pode ocorrer também por lipases extracelulares produzidas por
micro-organismos (ARAUJO, 2008), porém, como o leite em p6 é um produto que
apresenta A, de 0,1, dificilmente vai sofrer alteracbes microbianas, enzimaticas e
interacbes quimicas, a ndo ser que a A, de agua atinja valores maiores que 0,6
(FELLOWS, 2006).

Contudo, como no presente trabalho foi analisada apenas a gordura total, ndo
€ possivel confirmar a ocorréncia ou ndao de oxidacao lipidica, o que seria indicado
por determinacgdes de aldeidos, acidos graxos livres e indices, como o de peroxidos,,
0 que néo era objeto deste estudo.

JEDZINIAK et al. (2009) avaliaram a estabilidade do MR para residuos de
medicamentos (5-hidroxiflunixino e meloxicam) em leite de vaca, mas ndo adotaram
os critério definidos no ISO Guia 35 (ABNT, 2012). A avaliacdo foi feita por meio de
carta controle. As médias obtidas nos estudos de estabilidade foram avaliadas frente
a limites de controle definidos a partir da média e desvio padrdo obtidos no estudo
de homogeneidade. A dispersdo dos resultados foi avaliada frente a dados de
repetibilidade do estudo de validacéo.

JOSEPHS et al. (2004) analisaram a estabilidade a curto e longo prazo
através de estudo is6crono para os trés candidatos a MR para micotoxinas, porém
nao relataram o uso do ISO Guia 35 (ABNT, 2012) como critério.

Demais estudos referentes a producdo de MR para leite em pd (RAO et al.,
1995; SHARPLESS et al., 2010; TING et al.,, 2010) ndo descreveram a estatistica
utilizada no teste de estabilidade.

5.2.3 Incerteza da homogeneidade e estabilidade
Os valores das incertezas-padrao estimadas no teste de homogeneidade e
estabilidade para os seis materiais produzidos, segundo critérios do ISO Guia 35

(ABNT, 2012) encontram-se apresentados nas Tabelas 36 e 37.
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Tabela 36. Fontes de contribuicdo para certificacdo: incertezas-padrao do teste de
homogeneidade e estabilidade a longo prazo dos materiais de referéncia embalados
em sachés tipo stand-up pouch de politereftalato de etileno metalizado/polietileno de
baixa densidade, para os parametros cinzas, gordura total e acidez titulavel,

segundo critérios do ISO Guia 35

MR1 MR2 MR3
Parametros
Ubb Uits Ubb Uits Ubb Uits
Cinzas 2,10 x10°
2,10 x 102 1,29 x 107 2,10 x 107 8,77 x 10° 8,66 x 10
Acidez titulavel 1,04 x 10
1,04 x 10 4,94 x 107 1,04 x10-* 4,49 x 102 433 x102
Gordura total
7,15x 1072 4,04x 107 7,15x10°  646x102 7,15x10%  7.30x102

Unp: incerteza-padrdo da homogeneidade; ugs: incerteza-padrdo da estabilidade; MR1: material acondicionado a temperatura
ambiente; MR2: material acondicionado sob congelamento ; MR3: material acondicionado sob refrigeragéo.

Tabela 37. Fontes de contribuicdo para certificacdo: incertezas-padrao do teste de
homogeneidade e estabilidade a longo prazo dos materiais de referéncia embalados
em frascos de vidro ambar com tampa de rosca, para 0s parametros umidade,

cinzas, gordura total e acidez titulavel, segundo critérios do ISO Guia 35

MR4 MR5 MR6
Parametros
Ubb Uits Ubb Uits Ubb Uits
Umidade - -
3,21x10%  227x10% 321x10% 2,33x102
Cinzas 1,84 x 107 1,21 x107?
1,84 x 102 1,15x10% 1,84x10% 9,37x10°
Acidez titulavel 7,69 x 102 4,30 x 102
7,69x10%  429x10% 7,69x102 4,99x 107
Gordura total 1,46 x 10™ 6,45 x 10

1,46 x10%  7,79x10% 1,46x10' 6,56 x 107

Unp: incerteza-padrdo da homogeneidade; uys: incerteza-padréo da estabilidade; MR4: material acondicionado a temperatura
ambiente; MR5: material acondicionado sob congelamento ; MR6: material acondicionado sob refrigeracéo.

Observa-se que houve maior contribuicho da incerteza devida a
homogeneidade para todos os parametros e materiais, exceto para 0 parametro

gordura total no MR3, para o qual houve maior contribuicdo da incerteza-padréo
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devida a estabilidade a longo prazo. As incertezas-padrdo devidas a homogeneidade
apresentaram valores maximos de 0,0321% para umidade, 0,0210% para cinzas,
0,104mL NaOH 0,1 N/10g solidos ndo gordurosos para acidez titulavel e 0,146%
para gordura total. Assim, estudos subsequentes de caracterizagcdo dos materiais
(por diferentes métodos ou laboratérios) se fazem necessarios, visto que a incerteza
da caracterizacao constitui o terceiro componente a ser combinado para a estimativa
da incerteza expandida associada aos valores de propriedade dos MR produzidos
(ABNT, 2012).
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6. CONCLUSOES

O laboratério BRO-UPAA apresentou desempenho satisfatério para as
determinacdes de umidade, cinzas e gordura total, pela avaliacdo da veracidade dos
resultados, pela estatistica de z-escore, empregando o Unico MRC disponivel para
escopo similar.

Os seis materiais produzidos foram considerados homogéneos para 0s
parametros umidade, cinzas, gordura total e acidez titulavel, conforme critérios da
norma I1SO 13528 (ISO, 2005 b) e do protocolo harmonizado da IUPAC
(THOMPSON et al., 2006), apesar do maior rigor da primeira.

A estabilidade foi observada para todos os parametros (umidade, cinzas,
gordura total e acidez titulavel) para os materiais embalados em frascos de vidro
ambar sob temperaturas de congelamento e refrigeracdo, durante seis meses. Para
0S materiais acondicionados em sachés tipo stand-up pouch de PET
metalizado/PEBD e armazenados sob temperatura ambiente, congelamento e
refrigeracdo e para o material acondicionado em frascos de vidro ambar e
armazenado sob temperatura ambiente, somente o parametro umidade nédo foi
estavel durante os seis meses. Os resultados da avaliacdo da estabilidade foram
concordantes pelas abordagens da norma ISO 13528 (ISO, 2005 b) e do protocolo
harmonizado pela IUPAC (THOMPSON et al.,, 2006), apesar do maior rigor do
segundo.

O material armazenado em sachés tipo stand-up pouch de PET
metalizado/PEBD sob refrigeracdo foi considerado estavel para o parametro
umidade, somente quando adotados os critérios do ISO Guia 35 (ABNT, 2012).
Porém, houve indicacdo do desvio da linearidade quando da verificacdo das
premissas da regressao, 0 que reitera a necessidade desta abordagem previamente
a analise de significancia da regressaol/inclinacao.

As condi¢cbes mais adequadas para acondicionamento e armazenamento dos
materiais, considerando 0s quatro parametros do escopo, corresponderam aos
frascos de vidro ambar com tampas de rosca e temperaturas de congelamento e
refrigeracao.

Houve uma maior contribuicdo da incerteza devida & homogeneidade que da

incerteza relativa a estabilidade.
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As incertezas-padrao devidas a homogeneidade e estabilidade indicaram que
0s materiais produzidos, candidatos a MRC, podem ser submetidos a estudos
subsequentes de caracterizacdo, que poderdo ser realizados por estudos

interlaboratoriais empregando um ou mais métodos com veracidade demonstravel.
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