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Resumo

O presente relatorio descreve o estagio curricular realizado no Departamento de
Qualidade da Schreiber Foods Portugal S.A., centrado na validacdo e otimizacao
do parametro analitico de proteina no controlo de qualidade de produtos lacteos. O
principal objetivo consistiu na calibracdo e ajuste do equipamento MilkoScan™ FT3,
garantindo a fiabilidade das medicdes face ao método oficial de referéncia — o
método Kjeldahl.
O estudo foi desenvolvido em trés fases: (1) selecdo das pastilhas catalisadoras
mais adequadas para a digestdo de amostras lacteas; (2) calibracdo e valida¢cédo do
destilador Kjeldahl através de ensaios interlaboratoriais com o CATAA; e (3)
comparacao entre os resultados obtidos pelo MilkoScan™ FT3 e pelo método
Kjeldahl.

Os resultados evidenciaram que, ap0s o ajuste do equipamento Kjeldahl, as
medicdes internas da fabrica e as do laboratério externo passaram a ser
estatisticamente equivalentes. No entanto, verificou-se que o MilkoScan™ FT3
apresenta um limite de quantificagdo fiavel acima de 3% de proteina bruta, sendo
necessaria atencdo especial na leitura de amostras com teores inferiores.
Este trabalho contribuiu para o refor¢co da padronizacao e fiabilidade das analises
de proteina no controlo de qualidade da unidade fabril, promovendo maior eficiéncia
e rigor no processo produtivo.

Palavras chave
logurte; Proteina; MilkoScan™ FT3; Kjeldhal; Validac&o; Controlo de qualidade
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Abstract

This work describes the work carried out in the Quality Department of Schreiber
Foods Portugal S.A., focusing on the validation and optimization of the analytical
protein parameter in the quality control of dairy products. The main goal was the
calibration and adjustment of the MilkoScan™ FT3 to ensure reliable measurements
when  compared with the  official Kjeldahl reference  method.
The study was divided into three stages: (1) selection of the most suitable Kjeldahl
catalyst tablets for dairy sample digestion; (2) calibration and validation of the
factory’s Kjeldahl distiller through interlaboratory tests with CATAA; and (3)
comparison between MilkoScan™ FT3 readings and Kjeldahl results.
Results showed that, after calibration, the factory and external laboratory readings
became statistically equivalent. However, the MilkoScan™ FT3 proved to be reliable
for protein contents above 3%, indicating a lower detection limit below that
threshold.

This study contributed to improving accuracy and consistency in protein
determination, reinforcing the analytical reliability and quality control efficiency of the
production process.

Keywords
Yogurt; Protein; MilkoScan™ FT3; Kjedhal method; Validation; Quality control
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1. Introducéo

O iogurte é um alimento cujas propriedades nutricionais lhe conferem
caracteristicas que o tornam unico. O consumo de iogurte é inversamente
associado a varios fatores de risco cardiovascular, mesmo em versdo completa e a
um padrdo alimentar e estilo de vida saudavel, por isso € sugerido que o iogurte
para além do seu valor nutricional seja também um indicador da qualidade da dieta

(Babio, 2017).

A producédo de iogurte tem uma grande importancia econémica, tanto a nivel
mundial como a nivel nacional. O mercado mundial ultrapassa os 110 mil milhdes
de dolares, com forte crescimento impulsionado pela procura de produtos
funcionais, probioticos e de origem vegetal (Mordor Intelligence, 2025). Em
Portugal, o setor dos lacticinios representa cerca de 8,6% da producgdo agricola
nacional, com um elevado grau de autoaprovisionamento em leite, embora a
producéo de iogurte ndo cubra totalmente o consumo interno uma vez que grande
parte é suprida por importacdes sobretudo de Espanha (Observatorio
Agroalimentar, 2024). O consumo nacional mantém-se elevado e os consumidores
demonstram preferéncia por iogurtes liquidos e batidos, refletindo estilos de vida
dindmicos e uma crescente valoriza¢ao por op¢des mais sustentaveis e saudaveis.

O iogurte é um alimento funcional de grande relevancia nutricional, sendo uma
fonte importante de proteinas de alto valor biolégico. Segundo Gémez et al. (2018),
0 aumento do teor proteico no iogurte contribui ndo apenas para os beneficios
nutricionais, mas também para as propriedades sensoriais do produto.

As proteinas predominantes no iogurte sdo a caseina e as proteinas do soro do
leite. A caseina representa cerca de 80% das proteinas do leite e é caracterizada
pela digestao lenta, enquanto as proteinas do soro do leite representam cerca de
20% e sado absorvidas rapidamente (Boirie et al., 1997; Dalziel et al., 2017; Mulet-
Cabero et al., 2020).

A determinacédo do teor de proteina é habitualmente realizada pelo método de
Kjeldahl, considerado o método convencional de referéncia, baseado na
quantificacdo do azoto total e posterior conversdo em proteina atraves de um fator
especifico para produtos lacteos. Este método convencional apesar de apresentar
resultados fiaveis, € um pouco dispendioso, sendo Util para ajustar equipamentos
analiticos. Dada a importancia do valor nutricional dos produtos para a industria
lactea, a utilizacdo de equipamentos analiticos de alta precisdo como o
MilkoScan™ FT3, torna-se essencial. A calibracdo e ajuste deste equipamento
permitem garantir resultados fiaveis na determinacdo da composicao do leite e do
iogurte, assegurando o controlo de qualidade e a padronizacéo industrial, de forma
mais rapida e eficaz.
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O presente trabalho, realizado no Laboratorio de quimica do Departamento de
Qualidade da Schreiber Foods Portugal S.A., teve como objetivo a calibracdo e
ajuste do equipamento MilkoScan™ FT3 com foco no controlo do parametro
proteina através do método convencional — método Kjeldahl. Este objetivo deve-se
a possibilidade de desvios de leituras devido ao desgaste do
equipamento/alteracdes de receitas, podendo assim levar a erros durante o
processo produtivo.

Além do trabalho de estagio, durante este periodo foram também desenvolvidas
outras atividades no contexto do laboratério, que se encontram listadas no Anexo
Il.

2. Local de estagio — Schreiber Foods Portugal

A Schreiber Foods é uma empresa multinacional americana, fundada em 1945
em Green Bay (Wisconsion, EUA), que se destaca no setor agroalimentar pela
producdo de uma ampla variedade de produtos lacteos, incluindo queijos, iogurtes,
cremes e bebidas lacteas.

Esta empresa tem um forte compromisso com a seguran¢a alimentar, a
qualidade e a inovagéao dos seus produtos, adotando o slogan “Doing Good Trough
Food” que reflete a sua missdo de contribuir de forma positiva para a sociedade
através da alimentacdo, mediante de praticas rigorosas que minimizam 0s riscos e
promovem qualidade ao longo de toda a cadeia alimentar.

Ao longo das décadas, a empresa expandiu a sua presenca internacional,
estabelecendo unidades industriais em varios paises da Europa, Asia, Africa e
América, contando atualmente com mais de 40 locais em todo o mundo e mais de
10 000 funcionérios (Schreiber Foods, 2024).

SCHREIBER GLOBAL

S

Figura 1 — Representacao grafica mundial da Schreiber Foods (Schreiber, 2024).
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Em Portugal, a Schreiber Foods esta presente em Castelo Branco, na antiga
unidade fabril da empresa lophil, fundada em 1979 para o fabrico de iogurtes. Dez
anos mais tarde, em 1989, o Grupo Danone adquiriu cerca de 70% das instalacfes
a lophil lancando a sua marca em Portugal (Danone Portugal, 2025).

Em 2014, a Schreiber Foods adquiriu a fibrica & Danone, entrando assim no
mercado europeu de fabrico de iogurtes até aos dias de hoje.

A unidade fabril de Castelo Branco tem vindo a integrar processos inovadores,
participando em programas de inovacdo e de desenvolvimento tecnolégico em
Portugal, como o Compete 2020 (Schreiber Foods, 2024).

3. logurte

O iogurte faz parte da alimentacdo humana ha milhares de anos. Os pastores
do Médio Oriente transportavam leite em sacos feitos de tripas de animal. O
contacto com o leite com enzimas intestinais levou a que este coalhasse e
acidificasse, preservando-o e permitindo a conservagdo de um produto lacteo por
longos periodos. Acredita-se que a palavra “iogurte” deriva de uma palavra turca,
que significa “engrossar, coagular ou coalhar” (APN, 2021).

Em Portugal, segundo a Portaria n°® 742/92 de 24 de julho, o iogurte é “o produto
coagulado obtido por fermentacéo lactica devido a acdo exclusiva do Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e do Streptococcus thermophilus sobre o leite e
produtos lacteos (...) devendo a flora especifica estar viva e abundante no produto
final”.

A popularidade dos iogurtes tem vindo a crescer. A diversificagédo de oferta, que
inclui produtos com frutas, com aromas, sem lactose, enriquecidos com compostos
funcionais, tem favorecido a sua aceitacdo e preferéncia por parte dos
consumidores, consolidando o iogurte como um dos produtos lacteos de maior
relevancia no setor alimentar.

886.44K

World Yoghurt Production by Country

FAO Stats 2021

709.15K

531.86K

354.57K

177.28K

0.0

Figura 2 — Representagdo grafica mundial da producéo de iogurte (AtlasBig, 2025).
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Segundo AtlasBig (2025), a producéo de iogurte varia significativamente a nivel
mundial. A Alemanha destaca-se por ser o pais com o maior nivel de producéo de
iogurte do mundo, com 886400 toneladas de producdo por ano. Em seguida,
destacam-se também a Federacdo Russa e a Franca, com producdes de 530000
toneladas e de 460020 toneladas por ano, respetivamente.

3.1. Classificagcao de iogurtes

Os iogurtes podem ser classificados com base em diferentes carateristicas, tais
como a composicao, matéria gorda e consisténcia, segundo a Portaria n® 742/92
de 24 de julho.

Em relacdo a composicdo, o iogurte pode ser considerado natural, acucarado
ou aromatizado. O iogurte natural distingue-se por nao conter quaisquer
ingredientes adicionados além das matérias-primas, culturas microbianas e
ingredientes facultativos. J& o iogurte acucarado corresponde ao iogurte natural,
com a adicdo de sacarose ou acucares ou edulcorante com o objetivo de modificar
o seu perfil sensorial, particularmente o sabor doce. O iogurte aromatizado, por sua
vez, € obtido através da adi¢cdo ingredientes aromatizados ou aditivos alimentares.
Em algumas versdes podem ainda ser adicionados pedacos de fruta ao iogurte,
sendo este aromatizado ou néo.

Relativamente ao teor de matéria gorda, o iogurte pode ser classificado em trés
categorias. O iogurte gordo apresenta um teor minimo de matéria gorda na parte
lactea de 3,5% (m/m). O iogurte meio gordo possui um teor minimo de 1,5% (m/m)
e maximo de 1,8% (m/m). Por sua vez, o iogurte magro caracteriza-se por um teor
maximo de matéria gorda de 0,3%.

No que diz respeito a consisténcia, o iogurte pode ser caracterizado conforme o
seu processo de producdo e caracteristicas fisicas. O iogurte soélido distingue-se
pela sua textura firme resultante da sua coagulacdo direta nas embalagens
individuais de venda a retalho. Por outro lado, o iogurte batido possui uma textura
cremosa, uma vez que sofre uma prévia coagulacdo e s posteriormente é
embalado. J& o iogurte liquido apresenta uma textura fluida obtida através da
liquefacédo apds a sua coagulacdo, seguindo-se a etapa de embalamento.

3.2. Matéria-Prima
A producéo do iogurte depende de diversas matérias-primas, sendo o leite a
base principal usado em diferentes formas — inteiro, desnatado ou em po.

Para além das matérias-primas obrigatorias para a producdo do iogurte, ainda
podem ser adicionados outros ingredientes facultativos, tais como: leite em po, leite
em pé parcial ou totalmente desnatado, leitelho ndo fermentado, soro concentrado,

4
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soro em po, proteinas de soro, proteinas concentradas de soro, proteinas
hidrossoluveis de leite, acucares e edulcorantes (Portaria n°742/92 de 24 de Julho).

Podem ainda ser adicionados preparados de fruta e aromas, que contribuem
para a polivaléncia destes produtos em aspetos como a cor, 0 sabor, a textura e 0s
pedacos, tornando-se assim mais apelativos para o consumidor. Além disso, a
adicdo de frutas € bastante aceite pelo publico, uma vez que as frutas sao
reconhecidas como um ingrediente saudavel. Cada ingrediente € dosificado de
acordo com o produto final a ser preparado.

3.3. Culturas laticas

As culturas laticas sdo fundamentais na producéo de iogurte, uma vez que sao
responsaveis pela fermentacdo do leite e pela formacdo das caracteristicas
sensoriais e nutricionais do produto final. As culturas laticas sdo utilizadas para
aumentar a vida-de-prateleira do leite, devido a formacdo de componentes
metabolicos como o acido latico (Garcia, 2023).

A proporcao, geralmente utilizada destas culturas € de 1:1 (cocos/bacilos), que
definem as caracteristicas reolégicas e aroméaticas ideais (Rodas, 2001).

As principais bactérias utilizadas sdo Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
e Streptococcus thermophilus. As interacdes entre Lb. bulgaricus e S. thermophilus
sao descritas como proto cooperacgao, que consiste numa relacdo simbidtica entre
as duas espécies. S. thermophilus produz C0O, e acido férmico que estimulam o
crescimento de Lb. bulgaricus, enquanto este hidrolisa proteinas do leite libertando
peptideos e aminoacidos que melhoram o crescimento do primeiro (Uriot et al.,
2017).

3.4. Caracteristicas nutricionais

O iogurte € um produto alimentar que se destaca pela sua elevada densidade
nutricional, sendo rico em nutrientes essenciais para a saude, como proteinas de
alto valor biologico, calcio, potassio, fosforo e vitaminas do complexo B (B2 e B12)
(Soustre et al., 2013). A sua composicdo varia consoante o tipo de leite utilizado, o
processo de fabrico e a adicdo de ingredientes.

Segundo a Associagdo Portuguesa dos Nutricionistas, 0 iogurte apresenta
algumas vantagens face aos outros laticinios, nomeadamente:

e Maior conteudo proteico, uma vez que possui leite desidratado na sua
COMpOsIcao;

¢ Melhor digestibilidade devido a degradacao parcial das proteinas, lipidos
e hidratos de carbono;
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e Melhor biodisponibilidade de minerais como o calcio devido a diminui¢do
do pH;

e Presenca de diferentes estirpes de bactérias laticas com 0s seus
respetivos beneficios;

e Lactose parcialmente degradada, o que causa uma diminuicdo dos
sintomas em individuos com intolerancia.

A composicao nutricional do iogurte influencia diretamente as suas propriedades
sensoriais, fisico-quimicas e tecnoldgicas. Entre 0s principais constituintes
destacam-se a gordura, as proteinas e o0 extrato seco total, sendo que a fracao
proteica assume um papel determinante na textura e qualidade global do produto
(Jergensen et al., 2019).

3.4.1. Gordura do iogurte

A gordura do leite contribui significativamente para o sabor, a cremosidade e a
estrutura do iogurte. Em produtos tradicionais, o teor de gordura varia entre O e
10%, sendo mais comum encontrar valores entre 0,5 e 3,5% (Lucey & Singh, 1997).
logurtes concentrados, como o Labneh ou o Greek-style yoghurt, podem atingir
valores entre 6 e 11% (Tamime & Robinson, 2007).

A gordura influencia ndo apenas o perfil sensorial, conferindo um sabor mais
rico e uma sensacao de boca mais cremosa (Desai et al., 2013), mas também o
comportamento reoldgico do iogurte. O processo de homogeneizacdo aumenta a
area superficial dos glébulos de gordura, promovendo a sua integracdo na rede
proteica e contribuindo para maior firmeza e viscosidade (Lucey et al., 1998).
Contudo, em leites ndo homogeneizados, a gordura tende a atuar como elemento
disruptor da estrutura, reduzindo a viscosidade (Schkoda, Hechler, & Hinrichs,
2001b).

3.4.2. Extrato seco total

O extrato seco total (ES) corresponde a soma de todos os constituintes do
iogurte, excetuando a 4gua — nomeadamente proteinas, gordura, lactose e sais
minerais. O aumento do ES esta associado a uma melhoria das propriedades
sensoriais e da estabilidade fisica do iogurte, reduzindo a sinérese (separagao de
soro) e aumentando a consisténcia (Tamime et al., 2014).

A elevacéao do extrato seco pode ser obtida por concentracdo do leite antes da
fermentacado (por evaporacéo ou filtracdo por membranas) ou pela adigdo de pés
lacteos, como leite em pd desnatado ou concentrados proteicos (Agarwal et al.,
2015; Bong & Moraru, 2014). No entanto, aumentos excessivos do EST podem



Validagdo e Otimizag¢do do Parametro Analitico de Proteina no Controlo de Qualidade de Produtos Lacteos

alterar o equilibrio osmaético do sistema e afetar o crescimento das culturas lacticas,
influenciando negativamente a fermentacdo (Vedamuthu, 2006).

3.4.3. Proteinas do leite e implica¢g6es tecnoldgicas

As proteinas do leite desempenham um papel determinante na formacéo,
estrutura e estabilidade do iogurte, constituindo-se como 0s principais responsaveis
pelas suas propriedades texturais e reoldgicas (Dalgleish & Corredig, 2012; Lucey
& Singh, 1997; Lee & Lucey, 2010). A fracdo proteica do leite é composta
essencialmente por caseinas (aproximadamente 80%) e por proteinas do soro
(cerca de 20%), ambas com func¢des distintas e complementares na formacao da
rede gelificada caracteristica do iogurte.

As caseinas, organizadas em micelas, sdo as principais responsaveis pela
formacéo do gel acido durante a fermentacdo. A medida que o pH diminui, as
micelas de caseina desestabilizam-se e interagem entre si, formando uma matriz
tridimensional que confere firmeza e coesdo ao produto final (Fox & Kelly, 2004;
Jargensen et al.,, 2017). O tamanho e a distribuicdo das micelas influenciam de
forma significativa as propriedades fisicas do iogurte: micelas de menor diametro
originam géis mais firmes e com maior modulo elastico (G’) (Jergensen et al., 2017).
Além disso, a relacao entre as fracdes de caseina e proteinas do soro determina a
densidade de ligacBes intermoleculares, afetando diretamente a textura e a
consisténcia do iogurte (Guyomarc’h et al., 2003a; Lucey et al., 1999).

As proteinas do soro, nomeadamente a [(-lactoglobulina e a a-lactoalbumina,
apresentam elevado valor bioldgico e funcional. Do ponto de vista nutricional, sdo
fontes de aminoacidos essenciais de rapida absorcdo, capazes de estimular a
sintese proteica muscular e de contribuir para a manuten¢cdo da massa magra,
sendo particularmente relevantes em produtos destinados a populagdes idosas ou
a desportistas (Boirie et al., 1997; Tipton et al., 2007). Sob a perspetiva tecnoldgica,
as proteinas do soro tém um papel fundamental na modulacdo da textura e
estabilidade do iogurte. Durante o tratamento térmico, estas proteinas desnaturam-
se parcialmente e interagem com a k-caseina presente na superficie das micelas,
formando pontes intermoleculares que reforcam a rede do gel, aumentando assim
a firmeza e a viscosidade do produto (Lucey, Munro, & Singh, 1999; Guyomarc’h et
al., 2003b; Jgrgensen et al., 2015).

Contudo, niveis excessivos de desnaturacdo proteica podem conduzir ao
aparecimento de defeitos sensoriais, como textura arenosa ou granularidade
(Mistry & Hassan, 1992; Jgrgensen et al., 2015). A manutencao parcial das
proteinas do soro na sua forma nativa tem sido associada a iogurtes com textura
mais suave, aparéncia brilhante e melhor aceitagédo sensorial (Chever et al., 2014,
Jargensen et al., 2015). Desta forma, o controlo do tratamento térmico e da
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proporcao entre proteinas nativas e desnaturadas é essencial para equilibrar
firmeza, cremosidade e estabilidade no produto final.

Em termos tecnoldgicos, a modificacdo controlada da fracdo proteica do leite —
através da fortificacdo com concentrados proteicos de leite, concentrados micelares
de caseina ou por processos de filtracdo por membranas — permite otimizar as
propriedades fisicas e sensoriais do iogurte, ajustando parametros como a
viscosidade, a retencdo de soro e a consisténcia (Agarwal et al., 2015; Bong &
Moraru, 2014; Jgrgensen et al., 2015).

Assim, a andlise quantitativa do teor de proteina nas materiais primas do iogurte
€ um importante parametro de controlo de qualidade para a industria deste tipo de
lacticinios.

4. Processo de fabrico

O processo de fabrico do iogurte compreende diversas etapas bem delineadas,
com o objetivo de garantir elevados padrdes de qualidade e seguranca alimentar.
A etapa de fermentacdo sofre alguns ajustes, tendo em conta o produto final
pretendido. No entanto, o processo geral envolve as seguintes fases: rececao de
matérias-primas, rececdo de leite, normalizacdo, processos, enchimento,
paletizacdo, armazenamento, qualidade e expedigéo (Figura 3).

Selecdo de Matérias Primas
Expedigao

IS0 e WbIREAEI 2

cegao de Leite Paletizagao Qualidade

Figura 3 — Representagdo grafica do processo de fabrico do iogurte.

4.1. Selecdo das Matérias-Primas

Para garantir que os produtos finais mantém elevados padrbes de qualidade, o
departamento de compras tem a responsabilidade de selecionar fornecedores que
oferecam a melhor qualidade e o melhor preco. Esta selecéo cuidadosa permite
assim assegurar que as matérias-primas e 0os materiais estdo sempre disponiveis,
contribuindo para um processo produtivo sem falhas.
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4.2. Rececdao de Leite

O leite comecga por chegar a fabrica — Schreiber Foods — em camides-cisterna
isotérmicos com certificados de limpeza que garantem a sua qualidade e seguranca
alimentar.

Na descarga sao efetuadas andlises fisico-quimicas ao leite inteiro cru, como a
prova do alcool, temperatura, testes de inibidores (pesquisa de antibiéticos) e de
aflatoxinas e acidez, de forma a assegurar a sua frescura e qualidade.

O leite no seu estado liquido é transferido para depoésitos isotérmicos e é
arrefecido a uma temperatura de 4+2°C através de um permutador de placas, sendo
que este arrefecimento tem como objetivo baixar a temperatura do leite para valores
inibidores do desenvolvimento microbiano (Sequeira, 2014).

Realiza-se também o processo de desnate onde é efetuada a separacao da nata
do leite, e a sua posterior pasteurizacdo, resultando assim em leite desnatado (LD)
e nata. Tanto o LD como a nata sédo, em seguida, arrefecidos em continuo a uma
temperatura de 4+2°C, onde sdo posteriormente enviados para depdsitos de inox
isotérmicos mantendo-se armazenados até a sua utilizacao.

O LD e a nata sédo submetidos ainda a andlises extras. O LD é colocado num
silo onde sao realizadas analises ao teor de gordura, de proteina e acidez,
enguanto a nata é colocada num tanque refrigerado onde € analisada a gordura e
a proteina.

4.3. Normalizacao

Depois das analises serem efetuadas e do leite ser desnatado, este passa para
a normalizacdo. A normalizacdo € uma etapa bastante importante na producéo de
iogurte, uma vez que permite corrigir as mudancas na composi¢céo natural do leite
gque sdo causadas por mudancas sazonais e genéticas, promovendo assim o seu
enriguecimento (Desmazeaud, 1989).

Nesta etapa, de acordo com a necessidade de producédo e de fabrico, séo
preparadas as receitas assegurando a pesagem e a adicdo correta dos
ingredientes, liquidos e sdlidos, de acordo com a receita a ser preparada, com 0
objetivo de ajustar os parametros de gordura (G), proteina (P) e de extrato seco
(ES). O leite normalizado, designado de semielaborado, constitui a base sobre o
qual incidem os varios tratamentos tecnolégicos subsequentes ao fabrico do iogurte
(Sequeira, 2014).

Apos a adicao e mistura dos ingredientes, é retirada uma amostra para analises
fisico-quimicas dos teores de G, P e ES, através da utilizacdo do equipamento
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MilkoScan™ FT3, que permite validar se estes valores estdo de acordo com a
receita.

No final desta fase, o semielaborado € submetido a um arrefecimento a uma
temperatura de 4+2°C durante um tempo minimo de 120 minutos. Este
arrefecimento, denominado de tempo de hidratacdo, tem como objetivo a inibig&o
do desenvolvimento microbiano contribuindo para a sua conservagao. O
semielaborado permanece no depdsito até a sua posterior utilizagdo, mantendo
assim as suas caracteristicas desejadas.

4.4. Processos

Apés as receitas terem sido preparadas, estas passam para 0S processos.
Nesta etapa € onde sdo realizadas a pasteurizacdo e fermentacdo do iogurte
batido.

A pasteurizacdo € uma etapa bastante importante na producéo de iogurte, uma
vez que elimina a carga microbiana patogénica do leite. Este processo acontece a
uma temperatura de 92 a 95 + 2 °C, dependendo do tipo de iogurte pretendido, com
uma duracao de 8 minutos, em que no inicio retirada uma amostra para analisar 0s
parametros de gordura, proteina e extrato seco.

A homogeneizacao é uma acdo mecanica que tem como proposito fundamental
a reducao do diametro médio dos glébulos lipidicos, promovendo uma distribui¢cao
uniforme de matéria gorda no leite. Este procedimento evita a ocorréncia de
separacao de fases durante a fase de fermentacao, assim como a diminuicdo de
microrganismos do fermento e outros que possam estar presentes.

Apods o arrefecimento do leite, procede-se a inoculacédo dos fermentos. A meio
do processo sao adicionados os fermentos lacteos (Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus) dependendo do tipo de produto que se pretende e a
lactase. A lactase € adicionada quando se pretendem fabricar iogurtes sem lactose,
uma vez que a enzima lactase é responsavel por desdobrar a lactose em glicose e
galactose, assegurando assim que estes produtos apresentam um teor de lactose
igual ou inferior ao limite quantificavel, dependendo do método.

A fermentacgdo do semielaborado para iogurte batido acontece em depadsitos que
garantem todas as condi¢cfes necessarias para este processo. A coagulacédo do
semielaborado ocorre devido a conversdo da lactose em &cido latico a uma
temperatura de 35 a 45 °C, sendo que ao fim de um periodo de 5 horas é necessario
garantir que o pH é inferior ou igual a 5,5. Isto € um ponto critico de controlo de
forma a evitar o desenvolvimento de bacillus cereus. Assim que se atinge o pH
correto, faz-se um arrefecimento para evitar a acidificacdo. Nesta fase o produto

passa atraves de um filtro para evitar a presenca de objetos estranhos.

No fim, tanto o semielaborado para iogurte batido, como para iogurte gelificado,
sao colocados em depdsitos de stock até ao enchimento.

10
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45. Enchimento

Na sala de enchimento, o processo ocorre em varias maquinas, tendo em conta
o tipo de produto a ser fabricado. As embalagens utilizadas séo testadas com
certificados de migracdo em conformidade com a legislacdo, e é garantida a
qualidade microbiologica do ar das camaras de fluxo laminar das maquinas. Sao
também efetuados controlos de corpos estranhos — inox, ferro e vidro — através de
equipamentos de raio x. Estes equipamentos sdo usados para inspecionar as
embalagens, detetando corpos estranhos, falhas no enchimento ou selagem
(através de padrdes), garantindo a seguranca e a qualidade do produto final.

Neste processo, 0 produto encontra-se em condi¢cdes asséticas protegido pela
camara de fluxo laminar, garantido assim uma sobrepresséo de ar filtrado no seu
interior. Deste modo, o produto evita possiveis contamina¢cdes ao longo do
processo de enchimento, provocadas pelo ar ambiente.

O produto é dosificado para as embalagens comerciais, dependendo do produto
final a ser produzido. As polpas de fruta e as frutas sao adicionadas de forma
homogénea durante o enchimento, uma vez que a mistura ocorre nas maquinas.

Nas embalagens de iogurtes liquidos (garrafas) e dos iogurtes gregos (copos),
a sua esterilizacao é feita através de peréxido de hidrogénio. No caso dos iogurtes

gelificados e batidos, o copo de plastico € moldado e esterilizado através da
utilizacao de calor.

Apds o0 enchimento, as embalagens sédo seladas, datadas e embaladas em
caixas de cartdo até ao coletor, seguindo-se a paletizacéo.

4.6. Paletizacao

Nesta etapa sao formadas as paletes, sendo cada uma constituida por 27 pilhas
de iogurtes, em caixas de cartdo. O trajeto até ao paletizador, demora cerca de 3 a
5 minutos, sem que haja paragens durante o processo.

As paletes dos iogurtes batidos e liquidos, no fim de estarem devidamente
etiquetadas, sdo encaminhadas para o tunel de frio por cerca de 180 minutos a uma
temperatura de 0 a 5°C. As paletes de iogurtes gelificados séo primeiramente
encaminhadas para a estufa a uma temperatura de 40+1°C, onde ocorre a
fermentacdo do produto dentro do copo (embalagem comercial). A fermentacéo
ocorre durante algumas horas, onde se vai medindo o pH até que este atinja o valor
pretendido para a obtencdo do iogurte. Ao atingir este valor (designado de pH de
corte), o processo fermentativo é interrompido através de um arrefecimento. Apés
a fermentacéo, estes sédo igualmente encaminhados para o tunel de frio.

11



Catarina Tomaz Flauzino

4.7. Arrefecimento e armazenamento

A temperatura é um parametro critico para a qualidade organolética e
microbioldgica do produto.

O produto final & entdo armazenado em camaras de frio com temperatura
controlada, de 0 a 6 °C, durante um periodo de 24 horas denominado de
quarentena. Durante este tempo sdo recolhidas amostras do produto acabado, com
o0 intuito de serem submetidas a analises laboratoriais que integram o controlo de
qualidade do produto.

4.8. Controlo de qualidade

O iogurte, designado de produto acabado, € submetido a diversas analises
laboratoriais para garantir a sua qualidade e seguranca alimentar. S&o analisadas
as propriedades organoléticas, as propriedades fisico-quimicas, sdo realizadas
analises microbioldgicas e testes de temperatura (teste de stress) para garantir que
0 produto possui todas as caracteristicas desejadas dentro dos objetivos e que nao
possui qualquer contaminacdo ou risco de consumo (Figura 4). Apds estas
analises, € que o produto é considerado seguro para ser expedido para o mercado
e ser consumido.

Tipo de Analise | | Parametros |

Aspeto visual, aroma e sabor 24h
apos a produgao e 2 dias apos a data
de validade

pH, textura, gordura, extrato seco,
proteina, lactose, gluten, presenga de
peroxido de hidrogénio

5 Enetrobactérias, flora flngica
{é Microbioldgicas (bolores e leveduras), flora
especifica e bifidobactéricas

a 25°C durante 7 dias e a 30°C

ﬂ' Teete de Strees durante 3 dias, apos a produgéo

Figura 4 — Andlises laboratoriais realizadas no produto acabado.

4.9. Expedicao

ApoOs as andlises laboratoriais estarem de acordo com os objetivos, o produto

7

acabado estad pronto para ser expedido. O produto é expedido em camibes
12



Validagdo e Otimizag¢do do Parametro Analitico de Proteina no Controlo de Qualidade de Produtos Lacteos

refrigerados, para garantir as suas propriedades e qualidades microbioldgicas e
fisico-quimica. Além disso, é efetuada uma inspecdo aos camides antes do
carregamento, de forma a certificar a higiene do mesmo e a temperatura adequada.

5. Materiais e métodos

O presente trabalho teve como objetivo a calibracéo e o ajuste do equipamento
MilkoScan™ FT3, como foco no parametro de proteina. Para tal, foi realizado o
método Kjeldahl como referéncia utilizando o equipamento da fébrica, aplicado
tanto em semielaborados como em produto acabado, com posterior comparagao
aos resultados obtidos através de um laboratério externo.

5.1. Recolha de amostras

Para a realizagéo deste estudo, foram estudadas diferentes amostras em cada
etapa. Na primeira etapa foi estudada uma amostra de uma receita de iogurte, que
foi posteriormente dividida em outras trés com intencéo de alterar os seus valores:
A (sem qualquer adulteracdo), B (com adicdo de agua) e C (com adicao de leite em
po, nata e acucar). Na segunda etapa foram estudadas 30 amostras de produto
acabado (iogurte) de diferentes receitas. Na terceira e Ultima etapa foram
estudadas duas receitas de iogurte: a mesma da primeira etapa e outra que sofreu
as mesmas adulteracgdes.

Tabela 1 — Amostras utilizadas e analisadas em cada etapa do estudo.

Selecéao Pastilhas

Calibracao Destilador

Calibracao Milkoscan™

- A (sem adulteracdes)
- B (adi¢do de 4gua)

Kjeldahl Kjeldahl FT3
(12 Etapa) (22 Etapa) (32 Etapa)
Receita 1:

30 amostras de produto
acabado

Receita 1 e Receita 2
com 0 mesmo tipo de

adulteracdes
- C (adicéo de leite em
pd, nata e agucar)

Para a determinagcdo da proteina foi realizado o método Kjeldahl (NP 1986,
1991). Este método laboratorial permite a determinacéo do azoto total em materiais
biolégicos e nao biolégicos, fundamenta-se na destruicdo da matéria organica com
acido sulfarico concentrado, em presenca de um catalisador e por acéao do calor,
com posterior destilacéo e titulacdo do azoto proveniente da amostra (Sequeira,
2014).

13
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Nesta determinacdo foram utilizados dois equipamentos: Digestor de Kjeldahl
SH420F e Destilador de proteinas VAPODEST 500. O digestor esta ligado a um
outro aparelho chamado Scrubber S402, que tem como objetivo neutralizar os
fumos acidos e outros gases residuais nocivos gerados pela digestao.

Comecou por se ligar o digestor para este ir aquecendo até chegar a uma
temperatura de 420°C, assim como o Scrubber.

Em seguida foram preparadas as amostras. Para tal, foram separados e
numerados os tubos conforme a quantidade de amostras a analisar. Efetuaram-se
dois testes em branco, onde se adicionaram 2,5 g de agua destilada em cada um
dos dois tubos.

Inicialmente, procedeu-se a pesagem da seringa numa balanca analitica
devidamente calibrada, realizando-se posteriormente a tara do equipamento. O
produto foi ligeiramente agitado para garantir a homogeneizagéo da amostra, sendo
de seguida aspirada a quantidade necessaria com a seringa, evitando a formacao
de bolhas de ar.

A massa da amostra a utilizar foi ajustada de acordo com o teor de proteina
indicado no rotulo e com os objetivos analiticos: para produtos com teor proteico
superior a 4%, pesaram-se aproximadamente 1,5 + 0,01 g, enquanto para produtos
com teor inferior a 4% foram pesados cerca de 2,5 + 0,01 g. O valor correspondente
a primeira pesagem foi registado, e o conteuddo da seringa transferido
cuidadosamente para o tubo de digestdo, assegurando que ndo permanecessem
residuos nas suas paredes.

De seguida, a seringa foi novamente pesada, registando-se o valor da segunda
pesagem para determinagcdo exata da massa efetiva de amostra. Este
procedimento foi repetido para todas as amostras em analise.

Em cada tubo de digestdo foram adicionadas pastilhas catalisadoras de Kjeldahl
(Kjeltabs), de modo a facilitar a decomposi¢cdo da matéria organica durante a
digestéo. Por fim, adicionaram-se 15 mL de &cido sulftrico (H,SO,) a 97% a cada
tubo, os quais foram colocados no digestor a 420 °C durante 1 hora, assegurando
a completa conversao do azoto organico em sulfato de amonio.

ApoOs a digestdo, estes sao deixados a arrefecer e passa-se a destilacédo e
titulacdo no Destilador de proteinas VAPODEST 500. Este equipamento possui trés
depositos de armazenamento importantes para que seja efetuada a destilacdo e a
titulacdo: um depdsito de hidroxido de sodio (NaOH), um depésito com agua
destilada (H,0) e um deposito com acido borico (H;BO3) que € a solugao recetora.

7

Os tubos sao colocados no equipamento, é submetido o valor pesado da
amostra inicialmente (12 pesagem a subtrair pela 22 pesagem) e procede-se a
destilacdo. Apds a digestao, o sistema adiciona hidréxido de sodio e acido bérico,
promovendo a libertacdo ao amoniaco. A titulacéo é realizada de forma simultanea
e automatizada, com detecao do ponto final por elétrodo de pH e dosagem do acido
de titulagédo. Este processo demora aproximadamente 4 minutos por cada tubo.

14
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O fator de conversdao proteico difere conforme a amostra a analisar, no caso do
produto acabado (iogurte) é de 6,25 e no caso das receitas € de 6,38, sendo assim
apresentado o resultado em % de proteina bruta (PB).

5.2. Determinacédo do teor de proteina por MilkoScan™ FT3

A composicao quimica das amostras foi determinada utilizando o equipamento
MilkoScan™ FT3 (FOSS Analytical, Dinamarca), que funciona com base na
espectroscopia de infravermelhos com transformada de Fourier (FTIR — Fourier
Transform Infrared Spectroscopy). Este método permite a analise simultanea e
guantitativa de diversos constituintes do leite e de produtos lacteos, incluindo
proteina, gordura, lactose, solidos totais (ST), sélidos ndo gordos (SNG), e
adulterantes, como ureia, sem necessidade de pré-tratamento quimico das
amostras. O principio de funcionamento do MilkoScan™ FT3 assenta na absor¢éo
seletiva da radiacao infravermelha pelas ligacdes moleculares dos compostos
presentes, sendo que cada substancia apresenta um espectro de absorgao
caracteristico, funcionando como uma “impresséao digital” que permite identificar e
quantificar cada constituinte a partir da comparacdo com curvas de calibracdo
internas.

Para a analise, foram recolhidos aproximadamente 100 mL de cada amostra,
correspondentes as diferentes formula¢des em estudo, que foram acondicionadas
em copos estéreis devidamente identificados. As amostras foram homogeneizadas
e mantidas em condi¢cdes controladas até ao momento da andlise. Antes da
medicdo, as amostras foram aquecidas em banho-maria a 41 °C durante 30
minutos, assegurando uma temperatura uniforme e viscosidade adequada, além de
prevenir a formacdo de bolhas de ar durante a aspiracdo automatica pelo
eguipamento.

Durante a andlise, cada amostra foi submetida a multiplas medi¢des
consecutivas, fornecendo valores médios para o parametro em analise, a % de
proteina. Os resultados foram armazenados nha memoaria interna do equipamento e
posteriormente exportados para um computador via dispositivo USB, sendo
organizados em folhas de calculo Excel para tratamento e comparacao dos dados.

O meétodo FTIR aplicado pelo MilkoScan™ FT3 apresenta vantagens
significativas em relagdo aos métodos analiticos convencionais, destacando-se
pela rapidez, precisdo, economia de reagentes e de tempo, bem como pela
capacidade de detetar adulteracdes e padronizar a qualidade do leite e de produtos
lacteos. Assim, a utilizagdo desta tecnologia € uma necessidade da industria para
a otimizacao do controlo de qualidade e para a manutencéo da consisténcia dos
produtos finais.

Devido a aquisicdo de um novo equipamento analitico, tornou-se necessaria a
calibracdo das metodologias de determinacdo de proteina, nomeadamente entre o
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meétodo de Kjeldahl e o Milkoscan. A calibracdo visa garantir a comparabilidade e a
fiabilidade dos resultados, uma vez que o método de referéncia (Kjeldahl) se baseia
na determinacao do azoto total presente na amostra, enquanto o MilkoScan™ FT3
apresenta o resultado através de espectroscopia de infravermelho. Desta forma, foi
realizado um estudo de correlagdo entre ambos os métodos, permitindo assim
ajustar a curva de calibragcdo do MilkoScan™ FT3 de modo a assegurar leituras
fidveis e consistentes.

5.3. Validacao do processo de digestdo do método de Kjeldahl — selecéo
de pastilhas catalisadoras

A determinacdo do teor de proteina total em produtos lacteos foi realizada
através do método de Kjeldahl, amplamente reconhecido como o procedimento de
referéncia para quantificacdo de azoto em alimentos. Este método baseia-se na
conversdo do azoto organico presente na amostra em ides amonio (NH,Y),
mediante digestdo acida em meio fortemente oxidante, seguida de destilacdo e
titulacao.

A etapa de digestdo é particularmente critica, uma vez que deve assegurar a
oxidacao completa de toda a matéria organica — proteinas, lipidos, lactose e outros
constituintes — garantindo que todo o azoto seja convertido em formas
guantificAveis e evitando perdas que possam comprometer a exatiddo dos
resultados (Barbano et al., 1990).

Para potenciar a eficiéncia desta digestao, recorre-se a adi¢do de pastilhas de
Kjeldahl, que sdo misturas solidas com fun¢des catalisadoras e termorreguladoras.
Estas pastilhas sdo geralmente compostas por sulfato de potassio (K,SO,), que
eleva o ponto de ebulicdo do &cido sulfarico, e por sais metélicos catalisadores,
como o sulfato de cobre (CuSO,) ou o selénio (Se), que promovem a oxidacao
acelerada da matéria organica (Grappin & Horwitz, 1988). O aumento do ponto de
ebulicdo proporcionado pelo K,SO, permite que a digestéo decorra a temperaturas
mais elevadas sem que ocorra evaporacao prematura do acido, assegurando uma
degradacdo mais eficaz de compostos organicos complexos, especialmente os de
natureza lipidica e proteica. O catalisador metalico, por sua vez, reduz a energia de
ativacdo da reacgéo e acelera a conversao do carbono e do hidrogénio da matéria
organica em dioxido de carbono e agua, promovendo a clarificacdo do digestato
num intervalo de tempo mais curto (Silva et al., 2016).

Em matrizes complexas como o leite e 0s seus derivados, compostas por
elevados teores de proteinas e gordura, a eficiéncia da digestdo depende
fortemente da composicao da pastilha catalisadora. Uma formulacdo adequada
assegura que a digestdo seja completa, originando uma solu¢éo limpida e incolor
— sinal de mineralizacéo total — enquanto composic¢des inadequadas podem gerar
residuos carbonizados ou digeridos escuros, indicadores de oxida¢éo incompleta
(Grappin & Horwitz, 1988). Além disso, a proporcao entre o sal e o catalisador
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metalico influencia significativamente o tempo necessario para a digestdo e a
recuperacao total do azoto. Estudos demonstraram que relacées mais elevadas de
sal para catalisador, como 20:1, sdo mais eficazes em amostras com alto teor
organico, como o leite, uma vez que permitem operar a temperaturas mais altas e
com menor formacao de espuma ou carbonizacao superficial (Silva et al., 2016).

Assim, a selecdo e a composicao das pastilhas de Kjeldahl sdo determinantes
na qualidade e fiabilidade dos resultados analiticos em amostras lacteas. Estas
asseguram uma digestdo rapida, eficiente e completa, reduzindo o tempo de
mineralizacdo e melhorando a precisdo das medicbes de azoto total e,
consequentemente, do teor de proteina.

Foram testados dois tipos de pastilhas da marca FOSS, sendo que a diferenca
entre si tem por base a sua composi¢cao quimica. Enquanto as pastilhas da escola
(ESA) tém uma composicao de Cu/3,5, (Cu (3,5 g K2SOa4 e 0.4 g CuSO4 por pastilha,
n°.15270018) as pastilhas utilizadas na fabrica (Schreiber) ttm uma composic¢ao
CT/5 (5 g K2S0O4, 0,15 g TiO2e 0,15 g CuSO4 x 5H20 por pastilha, n°.60046514).
Este estudo teve como objetivo identificar e selecionar as pastilhas mais adequadas
aos produtos em analise, nomeadamente o iogurte e o leite.

Para tal foi utilizada uma receita, que foi adulterada para ser possivel observar
as diferencas em cada andlise. A amostra A corresponde a receita no seu estado
original sem qualquer adulteracdo, a amostra B corresponde a receita com adicéo
de 4gua e a amostra C corresponde a receita com adicdo de leite em po, nata e
aclcar como mostra a tabela 2. O ensaio doi realizado em triplicado.

Tabela 2 — Composi¢do quimica das amostras da receita A utilizadas na selecdo das pastilhas
Kjeldahl.

Ingrediente Amostra A Amostra B Amostra C
Matéria Prima v v v
Leite em pé - - 29
Nata - - 29
Acucar - - 3,59
Agua - 5 mL -

54. Calibragdo do método Kjeldahl

Para a calibracdo do destilador interno da fabrica e apés a selecao das pastilhas
mais adequadas para a digestdo das proteinas, foram analisadas 30 amostras
distintas de produto acabado. Para isso, foi aplicado o método oficial de Kjeldahl
nas instalacbes da fabrica, sendo posteriormente comparados os resultados
obtidos com os de um laboratério externo (CATAA). Esta comparacdo teve como
objetivo verificar se o destilador utilizado na Schreiber realizava corretamente as
medicdes das percentagens de proteina das amostras.
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5.5. Calibracao do Milkoscan™ FT3

Para a calibracdo do MilkoScan™ FT3 foi realizada a determinacéao do teor de
proteina no método rapido e comparado com o teor de proteina obtido pelo método
convencional. Para isso usou-se a mesma metodologia aplicada na selecéo das
pastilhas. Analisaram-se duas receitas diferentes: a mesma da primeira etapa (que
corresponde a receita A) e outra que sofreu também as mesmas adulteracdes
(receita B) como evidencia a tabela 3.

Tabela 3 — Composicao quimica das amostras utilizadas na calibracdo do Milkoscan.

Receita A Receita B
Ingrediente Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
A B C A B C
Matéria Prima v v v v v v
Leite em poé - - 29 - - 29
Nata - - 29 - - 249
Acucar - - 3,59 - - 3,59
Agua - 5 mL - - 5 mL -

6. Resultados e discussao

6.1. Selecéo de pastilhas de Kjeldahl

Primeiramente houve a necessidade de definir as condi¢cdes de digestdo da
amostra, nomeadamente quanto as pastilhas de Kjeldahl.

Foram testados dois tipos de pastilhas da marca FOSS, as pastilhas da escola
(ESA) e as da fabrica (Schreiber) teste estudo teve como objetivo identificar e
selecionar as pastilhas mais adequadas aos produtos em analise, nomeadamente
o iogurte e o leite.

Para tal foi utilizada uma receita, que foi adulterada para ser possivel observar
as diferencas em cada analise. A amostra A corresponde a receita no seu estado
original sem qualquer adulteracdo, a amostra B corresponde a receita com adi¢cao
de leite em po, nata e acucar e a amostra C corresponde a receita com adi¢ao de
agua.
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A primeira abordagem estatistica consistiu na aplicacdo da ANOVA (Tabela 1-
Anexo 1), considerando o tipo de pastilha como fator independente e as medicdes
da proteina como variavel dependente. Os resultados indicaram um valor alto de p-
value = 0,164 > 0,05, o que significa que ndo existem diferencas significativas. A
figura 5 mostra os valores médios e respetivas barras de erro. E possivel observar
que existe a mesma linearidade, mas que os valores sdo de facto bastante
semelhantes. Assim, aceita-se a hipétese nula de igualdade entre as médias das
medicdes.

2,90 Pastilhas
Schreiber
"
g = ESA
Cwn
o8 .
“g 2,70
EE
g‘“-; e I
bl Qo
—d
= 2,50
2,40
A B C
Amostra

Figura 5 — Grafico de linhas de médias marginais estimadas de medic8es entre os dois tipos de
pastilhas.

Para reforcar esta concluséo, foi realizado um teste t (Tabela 2 - Anexo |) para
amostras independentes, comparando diretamente apenas as pastilhas,
desconsiderando as variacdes da receita. Este teste revelou um resultado
exatamente igual, com um valor de p-value = 0,89, confirmando que as médias das
medi¢Oes sao estatisticamente iguais.

Desta forma, ainda que os resultados sejam estatisticamente iguais (entre
medi¢cdes com os dois tipos de pastilhas), foi optado pelo uso das pastilhas da
escola com a composicdo de Cu/3,5, uma vez que apresentaram um valor médio
superior (ainda que néo o seja estatisticamente) e iam de acordo com 0s objetivos
apresentados em fabrica, e assim foi feito sempre 0 uso das mesmas para os testes
seguintes.

De acordo com Barbano et al. (1990), a utilizacdo de catalisadores a base de
cobre, em substituicdo do mercurio anteriormente empregado, mostrou excelente
reprodutibilidade e exatiddo em ensaios colaborativos internacionais com leite
fluido, apresentando recuperacdes de azoto préximas de 100 %. A substituicdo por
cobre ndo apenas reduziu 0s riscos ambientais e toxicolégicos associados ao uso
do mercurio, como também manteve a eficiéncia da digestdo, assegurando
resultados consistentes e comparaveis aos obtidos com o método tradicional.
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6.2. Calibracado do destilador Kjeldahl

6.2.1. 12 Calibracao

bY

De forma a proceder a calibracdo do destilador Kjeldahl da fabrica foram
analisadas 30 amostras de produto acabado num ensaio paralelo com um
laboratério externo. Aos resultados obtidos (figura 6) foi aplicado um teste t de duas
amostras emparelhadas.

% Proteina Bruta

Schreiber CATAA

Figura 6 — Teor de proteina bruta (%) de produto acabado resultante do ensaio inter-laboratorial.

Os resultados obtidos, através de um teste t de amostras emparelhadas,
mostram que existem diferencas significativas entre os dois ensaios, uma vez que
0 p-value=0,000 (Tabela 3 — Anexo 1). E possivel afirmar que o valor médio do
CATAA ¢é estatisticamente superior ao valor médio da Schreiber, ou seja, 3,55 >
3,31 (Tabela 4 — Anexo ).

A diferenca entre as médias dos dois ensaios é bem visivel na figura 7.
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Figura 7 — Diferengas entre as médias do teor de proteina bruta das amostras analisadas pelo
CATAA e SF-Schreiber Foods na 12 Calibracdo, para um intervalo de confianca de 95%.

Como o intervalo de confianca da diferenca entre as médias néo inclui o valor
zero, significa que os valores médios obtidos pelo CATAA e pela Schreiber, ndo
séo estatisticamente iguais, com 95% de confianga (Tabela 5 -Anexo ).

O objetivo passava por conseguir valores iguais, onde a diferenca matematica
fosse igual a zero. Neste caso, efetuado o teste estatistico que permitiu averiguar
se a diferenca entre os valores médios das amostras em par, pode ser igual a zero,
(t-Student para uma amostra), chegamos a conclusdo que os valores médios das
diferencas variam num intervalo de valores que nao inclui o zero, 1C=[0,1386;
0,3316], logo n&do séo considerados iguais e portanto a calibracdo do destilador n&o
foi conseguida.

Note-se ainda que, o Intervalo de Confianca (IC) das diferencas foi calculado
para [CATAA — SF]. Como no IC os limites sdo positivos (ndo inclui o valor zero),
significa ainda que a leitura CATAA > Schreiber, reforcando oque foi anteriormente
referido.

Desta forma, foi necessario rever outros parametros de modo que o
equipamento da fabrica estivesse em bom funcionamento. Foram mudados todos
os depositos do equipamento, refeitas novas solu¢des e uma limpeza profunda.

21

35



Catarina Tomaz Flauzino

6.2.2. 22 Calibracao

ApoOs a realizacdo das alteracdes referidas no ponto anterior, foram novamente
analisadas 8 amostras num segundo ensaio inter-laboratorial (CATAA e Schreiber
Foods). Para a analise dos dados voltou-se a aplicar um Test t de amostras
emparelhadas e a correspondente diferenca entre as médias dos dois laboratorios,
para um intervalo de confianca de 95% (Tabela 6- Anexo I). Os resultados das
diferencas das médias desta 22 calibracdo estdo apresentados na figura 8.

[CATAA-SF]
o
N

Amostras

Figura 8 — Diferengas entre as médias do teor de proteina bruta das amostras analisadas pelo
CATAA e SF-Schreiber Foods na 22 Calibracéo, para um intervalo de confianca de 95%.

Tendo em conta os resultados apresentados na figura 8, verificou-se que o valor
zero estd incluido neste Intervalo de Confianca IC= [-0,0532; 0,1976], logo
podemos considerar que as duas determinacdes do teor de proteina das amostras
analisadas pelo CATAA e Schreiber Foods podem ser consideradas
estatisticamente iguais, com 95% de confianga.

Assim, verificou-se que as todas as alteracOes realizadas para melhorar o
desempenho do equipamento da Schreiber Foods, nomeadamente o destilador do
método de Kjeldahl para a determinacdo do teor de proteina bruta foram eficazes
e permitiram a calibracdo do equipamento como mostra a figura 9.
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Figura 9 — Diferengas entre as médias do teor de proteina bruta das amostras analisadas pelo
CATAA e SF-Schreiber Foods Antes e Depois da 22 Calibracdo, para um intervalo de confianca de
95%.

Apos a calibracdo do método convencional Kjeldhal houve a necessidade de
calibrar e validar o MilkoScan™ FT3para o parametro teor proteina (%).

6.3. Calibracédo de Milkoscan

ApOs o destilador da fabrica estar em bom funcionamento, ajustado, calibrado,
validado e a realizar as medi¢cfes da percentagem de proteina bruta (PB) de forma
correta, procedeu-se a comparacao dos resultados deste método convencional
com as leituras do equipamento Milkoscan. Para tal, foi efetuada uma analise
estatistica no SPSS para duas receitas diferentes: a mesma da primeira etapa (que
corresponde a receita A (maior %PB) e outra que sofreu também adulteraces, a
receita B (menor %PB).

A figura 10 apresenta os resultados obtidos da comparacéao da %PB do Milksocan
vs Kjeldahl.
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Figura 10 — Comparacao do teor de Proteina Bruta (%PB) obtidos pelo Milksocan vs Kjeldahl para
a receita A (teste t-Student amostras emparelhadas; p-value = 0,133 > 0,05).

Para a receita A foram usadas amostras cujo teor de PB rondou os 6%.
Verificou-se que nado existem diferencas significativas entre os pares de
observacdes das amostras (controlo A, A1 e A2), para as leituras do MilkoScan™
FT3e do Kjeldahl (teste t-Student amostras emparelhadas; p-value = 0,133 > 0,05)
(Tabela 7 — Anexo ).

Contudo, para a receita B, onde o teor de PB rondou os 2,6% existem diferengas
significativas entre os pares de observagdes das amostras (controlo B, B1 e B2),
para as leituras do MilkoScan™ FT3e do Kjeldahl (teste t-Student amostras
emparelhadas; p-value = 0,004 < 0,05) (Tabela 8-Anexo I), como mostra a figura
11.
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Figura 11 — Comparacéo do teor de Proteina Bruta (%PB) obtidos pelo Milksocan vs Kjeldahl para
a receita B (teste t-Student amostras emparelhadas; p-value = 0,133 > 0,05).

Tendo em conta a comparacao entre os obtidos pelo Milksocan vs Kjeldahl para
a receita B, verificou-se que os valores do MilkoScan™ FT3mostraram ser
significativamente inferiores.

Estes resultados indicam que para valores inferiores a 3% de PB o Milksocan
apresenta valores significativamente inferiores que os obtidos pelo método Kjeldahl
sugerindo que o MilkoScan™ FT3 apresenta um limite de quantificacao de 3% para
a proteina bruta e/ou que requer uma calibracdo e validacdo para valores de
proteina abaixo dos 3%.

7. Consideracdes finais

O estagio curricular na Schreiber Foods Portugal S.A. permitiu aplicar e
consolidar conhecimentos adquiridos ao longo do curso de Biotecnologia Alimentar,
integrando-os em contexto industrial.
O trabalho de calibracdo e validacdo do parametro de proteina revelou-se
fundamental para garantir resultados analiticos fiaveis e a uniformizacdo dos
controlos de qualidade. A otimizagdo do método Kjeldahl e o ajuste do MilkoScan™
FT3 permitiram aumentar a precisdo das medicbes e reforcar a confianga nos
resultados utilizados no processo produtivo.
A realizacdo deste estudo evidenciou a importancia da correta calibracdo dos
equipamentos laboratoriais e do cumprimento rigoroso de procedimentos analiticos
na industria alimentar, assegurando a conformidade dos produtos com os padrdes
de qualidade exigidos.
Para além da vertente técnica, este estagio proporcionou um enriguecimento
pessoal e profissional, através da integracdo numa equipa dindmica e do contacto

25



Catarina Tomaz Flauzino

direto com praticas reais da industria lactea, reforcando a motivacdo para o futuro
exercicio da profissdo na area da qualidade e seguranca alimentar.
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Tabela 1 — Tabela ANOVA para a selegéo de pastilhas Kjeldahl.

Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente:  MedigGes
Tipo Ill Soma
dos Quadrado
Origem Quadrados gl Médio F Sig
Modelo corrigido ,068* 3 023 6,633 005
p| Intercepto 126,930 1 126,930 36946658 ,000
Pastilhas 007 1 007 2,160 164
Receita 068 2 034 9,929 ,002
Erro 048 14 ,003
Total 127,047 18
Total corrigido 16 17
a. R Quadrado = 587 (R Quadrado Ajustado = ,499)

Tabela 2 — Teste t para amostras independentes.

Teste de amostras independentes

Teste de Levene para
igualdade de variancias

teste-t para Igualdade de Médias

95% Intervalo de Confianga da

Sig. (2 ~ Diferenga
extremidades Diferenga Erro padrao
y 4 Sig t df ) média de diferenga Inferior Superior
Medigdes  Variancias iguais 736 403 141 16 890 00567 04019 -,07954 ,00087
assumidas
Variancias iguais nao AL 15,062 890 00567 04019 -,07997 09131
assumidas
Tabela 3 — Teste t para amostras emparelhadas.
Teste de amostras emparelhadas
Diferengas emparelhadas
95% Intervalo de Confian¢a da .
» Dife Sig. (2
Erro padrdo rerenga extremidades
Média Erro Desvio da média Inferior Superior t df )
Par1 Schreiber- CATAA -235103 452640 ,048528 -,331574 -,138633 -4,845 86 ,000

Tabela 4 — Estatisticas de amostras emparelhadas.

Estatisticas de amostras emparelhadas

Erro padrdo

Média N Erro Desvio da média
Par1 Schreiber 331432 a7 1,163250 A24713
CATAA 3,5494 87 1,18857 12743

Tabela 5 — Diferengas das médias entre os dois ensaios da 12 calibracao.
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Teste de uma amostra

Valor de Teste = 0
95% Intervalo de Confianca da

Sig. (2 Diferenga
extremidades Diferenca
t df ) média Inferiol Superior
[CATAA-Schreiber] 4,845 86 ,000 ,23510 1386 3316

Tabela 6 — Diferencas das médias entre os dois ensaios da 22 calibracéo.

Teste de uma amostra

Valor de Teste=10
95% Intervalo de Confianca da

Sig. (2 _ Diferenga
extremidades Diferenca
t df ) media Inferior Superior
[CATAA-Schreiber] 1191 23 246 07221 -,0532 1976

Tabela 7 — Comparagédo do teor de Proteina Bruta (%PB) obtidos pelo Milksocan vs Kjeldahl
para a receita A

Estatisticas de amostras emparelhadas

Erro padréo da

Média N Desvio padrdo média
Par 1 Milkoscan 6.0867 9 0.10966 0.03655
Kleldanl 6.1100 9 0.12698 0.04233

Correlagoes de amostras emparelhadas

N Correlagdo Sig.
Par 1 Milkoscan & Kjeldanl 9 0948 0.000

Teste de amostras emparelhadas
Diferencas emparelhadas

95% Intervalo de Confianca da

Erro padréo da Diferenga sig. (2
Média Desvio padréio média Inferior Superior t df extremidades)
Par 1 Milkoscan - Kjeldahl -0.02333 0.04183 0.01394 -0.05549 0.00882 -1673 8 0133

Tabela 8 — Comparagédo do teor de Proteina Bruta (%PB) obtidos pelo Milksocan vs Kjeldahl
para a receita B

Estatisticas de amostras emparelhadas

Erro padréo da

Média N Desvio padrdo média
Par 1 Milkoscan 26067 9 0.06727 0.02242
Kjeldahl 26754 9 0.09727 0.03242

Correlagbes de amostras emparelhadas

N Correlacdo Sig.
Par1 Milkoscan & Kjeldahl 9 0.858 0.003

Teste de amostras emparelhadas
Diferencas emparelhadas

95% Intervalo de Confianca da

Erro padrdo da Diferenca Sig. (2
Média Desvio padrdo média Inferior Superior t df i
Par 1 Milkoscan - Kjeldahl -0.06878 0.05250 0.01750 -0.10913 -0.02842 -3.930 8 0.004
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Analises extra realizadas no laboratério:
Microbiologia das natas:

A andlise microbioldgica das natas efetua-se através da quantificacdo de
duas culturas microbianas: enterobactéricas e 0s germes totais. Para tal, séo
utlizadas as placas Petriflm EB e as placas Compact Dry TC,
respetivamente. Em ambas as culturas, a inoculagéo € feita através da
aplicacéo direta de 1 mL de amostra, sem necessidade de diluicdo prévia.
As placas de contagem de enterobactérias sdo incubadas numa estufa a
37+1°C durante um periodo de 24 horas, enquanto as placas de contagem
de germes totais sdo incubadas na estufa a uma temperatura de 30+1°C
durante um periodo de 48 horas. ApGs o tempo de incubacédo, os resultados
indicam a carga microbiana presente na amostra, através da formacao de
colbnias.

Redutase das natas:

Comeca-se por recolher a amostra num copo estéril de 100 mL. Apos a
recolha, agita-se a amostra de forma leve evitando assim a formacéo de
espuma. Retira-se cerca de 10 mL de amostra para um tubo estéril e é
adicionado 1 mL de azul de metileno ao mesmo tubo. O tubo é fechado e
agita-se 0 mesmo levemente (invertendo a sua posicdo duas vezes).
Colocam-se os tubos em banho-maria — tubos de amostra a analisar + tubo
em branco (s6 contém nata). Os tubos sdo acompanhados a cada duas
horas, com inicio as duas horas de incubac&o no banho-maria e finalizacéo
as sete horas, verificando-se sempre se houve alguma alteracéo de cor. O
objetivo desta analise consiste em quantificar a carga microbiana das natas.
O resultado observa-se através da mudanca de cor: as bactérias consomem
o azul de metileno, significando assim que quanto menor for a intensidade
da cor azul, maior é a carga microbiana presente.

Impurezas no acgucar:

Para determinar as impurezas no agucar, comeca por se dissolver, com uma
vareta de vidro, 100 g de agucar num recipiente contendo de 300 mL de 4gua
destilada a 60-70°C. Coloca-se uma membrana no funil de buchner
encaixado no Kitassato. Filtra-se a solugcéo agucarada sob vacuo moderado
e enxagua-se o recipiente com a agua filtrada para que se recuperem todas
as impurezas. Retira-se a membrana, com precaucdo para nao se perder os
pontos negros, e coloca-se numa placa de Petri sobre uma superficie
branca. Compara-se a membrana com a escala de impurezas do agucar e
anota-se o0 resultado entre categorias em referéncia a categoria mais
proxima. O resultado considera-se OK se se encontrar na categoria O ou 1.

Pesquisa de glaten:
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Comeca-se com a homogeneizacao e pesa-se 1 g de amostra para um tubo
de teste. Adiciona-se ao tubo de teste 10 mL de Solugéo de Extracao. O tubo
€ incubado durante 40 minutos a temperatura ambiente na roda de agitacédo
na velocidade maxima (os tubos tém de ser contrabalancados). Centrifuga-
se a amostra durante 10 minutos a 1500 rotacdes por minuto, e apds esse
tempo, retira-se o tubo com uma pinca para néo se inverter o tubo. Depois
da extracdo estar concluida, a analise deve ser realizada o mais rapido
possivel. E feita uma dilui¢do 1:10, medindo 1 mL de amostra (parte liquida)
e 0,9 mL da Solucao de Diluicdo. Coloca-se 0,1 mL da amostra diluida num
poco. Retira-se uma tira indicadora (sem tocar na parte inferior da mesma)
e coloca-se a mesma verticalmente no poco da amostra diluida. Espera-se
10 minutos e observa-se o0 resultado da tira indicadora. O resultado
considera-se negativo se for observada uma linha azul, positivo se forem
observadas uma linha azul e uma linha vermelha, e invalido se ndo se
observar linha nenhuma ou apenas uma linha vermelha.

— Proteina do leite em po:

E feita uma anélise ao leite em p6 para conferir se a proteina do produto
registada no MilkoScan™ FT3corresponde ao valor da proteina no
certificado externo, ou se é necessario calibrar o aparelho. Primeiro pesa-se
cerca de 10 g de amostra para um copo estéril e depois adiciona-se 90 g de
agua destilada. Fecha-se o copo e abana-se bem até estar tudo muito bem
dissolvido. Deixa- se repousar 0 copo cerca de 15 minutos para a amostra
hidratar. Apés esse tempo, agita-se a amostra levemente, passa-se no
MilkoScan™ FT3e é registado o valor.

— Lactose (Lactosens):
A anadlise a lactose é feita através de um programa chamado Lactosens.
Primeiro adiciona-se 5 mL de amostra e 5 mL de solugéo tampdao e mistura-
se bem. Depositam-se 100 pL da solucdo preparada para o sensor
especifico para a leitura no equipamento Lactosense. O objetivo é confirmar
se o valor de lactose obtido € igual ou inferior a 0,01%.
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