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APRESENTACAO

A colegdo “Ciéncias exatas e da terra: Observacao, formulacéo e previséao 2" é
uma obra que objetiva uma profunda discusséo técnico-cientifica fomentada por diversos
trabalhos dispostos em meio aos seus 20 capitulos. Esse 2° volume abordara de forma
categorizada e interdisciplinar trabalhos, pesquisas, relatos de casos e/ou revisdes que nos
transitam varios caminhos das Ciéncias exatas e da Terra.

Tal obra objetiva publicizar de forma objetiva e categorizada estudos e pesquisas
realizadas em diversas instituicdes de ensino e pesquisa nacionais e internacionais. Em
todos os capitulos aqui expostos a linha condutora é o aspecto relacionado as Ciéncias
Naturais, tecnologia da informacédo, ensino de ciéncias e areas afins correlatos ao locos
cultural.

Temas diversos e interessantes sdo deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles que de alguma
forma se interessam por inovacgéo, tecnologia, ensino de ciéncias e demais temas. Possuir
um material que demonstre evolugdo de diferentes campos da engenharia, ciéncia e
ensino de forma temporal com dados geogréficos, fisicos, econémicos e sociais de regides
especificas do pais é de suma importancia, bem como abordar temas atuais e de interesse
direto da sociedade.

Deste modo a obra a seguir apresenta uma profunda e solida fundamentagéo
tedrica bem com resultados praticos obtidos pelos diversos professores e académicos que
desenvolvem seu trabalho de forma séria e comprometida, apresentados aqui de maneira
didatica e articulada com as demandas atuais. Sabemos o quao importante é a divulgagao
cientifica, por isso evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer
uma plataforma consolidada e confiavel para estes pesquisadores exporem e divulguem
seus resultados.

Francisco Odécio Sales
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CAPITULO 12

ESTUDO DO METODO DE LIOFILIZAGAO COMO
ALTERNATIVA DE CONSERVAGAO DE LEITE
FLUIDO NO DESENVOLVIMENTO DE MATERIAL
DE REFERENCIA PARA ENSAIO DE PROFICIENCIA

Data de aceite: 01/04/2022

Marina Zuffo

Provedor de ensaios de proficiéncia, Produtor
de materiais de referéncia

Instiuto Senai de Tecnologia, Chapecé — SC

Maicon Rodrigo Zangalli

Provedor de ensaios de proficiéncia, Produtor
de materiais de referéncia
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Joseane Cristina Bassani

Provedor de ensaios de proficiéncia, Produtor
de materiais de referéncia
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RESUMO: Os ensaios de proficiéncia sao
excelentes ferramentas para a garantia da
qualidade de laboratérios. A oferta de ensaios de
proficiéncia é incipiente em matrizes complexas,
como leite fluido, especialmente por este possuir
elevado valor nutritivo e ser um excelente
substrato para o crescimento de microrganismos.
Este trabalho descreve as etapas de producéo
de um material de referéncia destinado a ensaios
de proficiéncia em matriz leite fluido. O estudo
abrange as etapas de selecdo do material,
preparagédo e desenvolvimento dos estudos de
homogeneidade e estabilidade a curto prazo
simulando condi¢des de transporte. A avaliagéo
dos resultados foi apresentada por meio de
desvio padrdo de Horwitz e desvio padréo
pela experiéncia de rodadas anteriores de
programas de ensaio de proficiéncia, realizando-
se comparag¢des entre ambos. Verificou-se

Ciéncias exatas e da terra: Observagao, formulagéo e previsao 2

FiSICO-QUIMICO

que o lote de material produzido € homogéneo
e se manteve estavel durante o estudo de
estabilidade, possibilitando sua utilizagdo em
ensaios de proficiéncia.

PALAVRAS-CHAVE: Leite. Liofilizagdo. Material
de Referéncia.

EVALUATION OF A LYOPHILIZATION
METHOD AS AN ALTERNATIVE FOR
PRESERVATION OF MILK ON THE
DEVELOPMENT OF A REFERENCE
MATERIAL FOR PHYSICOCHEMICAL
PROFICIENCY TEST

ABSTRACT: Proficiency tests are excellent
tools for quality assurance in laboratories.
The availability of proficiency tests in complex
matrices is incipient, for example, milk which is
rich in nutrients and an excellent substrate for
microorganisms growth. This work describes the
steps of production of a reference material for
proficiency test on milk matrix. The study covers
the steps of material selection, preparation and
development of homogeneity and stability tests
simulating transport conditions, in short term. The
evaluation of the results was based on Horwitz’s
standard deviation and standard deviation
determined by experience from previous rounds
of a proficiency test scheme, comparing both of
them. It was found that the produced batch is
homogeneous and remained stable during the
stability test, enabling its use in proficiency tests
schemes.

KEYWORDS: Milk. Lyophilization.
Material.

Reference
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11 INTRODUGAO

Ocupando um lugar de destaque na nutricdo humana, o leite é considerado um
dos alimentos in natura mais completos, por oferecer uma equilibrada composicdo de
nutrientes, relevando assim a importéncia do controle da qualidade deste produto que é
amplamente consumido em todo o mundo (RIBEIRO, MELOS, 2011).

Devido ao seu elevado valor nutritivo, como fonte de proteinas, lipidios, carboidratos,
minerais e vitaminas, é considerado um 6timo substrato para o crescimento de varios
grupos de microrganismos, desejaveis e indesejaveis (SOUZA et al. 2009).

As alteragdes no leite ocorrem principalmente através da agcao microbiana sobre os
seus constituintes basicos: carboidratos, proteinas e lipidios. Alactose é um dos carboidratos
de maior fonte energética dos microrganismos que, quando utilizada, decompde-se em
acido latico, sendo essa transformagédo denominada de fermentacgéo latica. Esse por sua
vez atua sobre a caseina, produzindo a coagulagdo do leite. Geralmente leites acidos e
coagulados nado séo aceitos nas industrias, pois essas caracteristicas indicam grande
contaminagédo bacteriana (MENEZES, 2014).

Tendo em vista a importancia dos ensaios de proficiéncias como ferramenta
de garantia da qualidade para os laboratérios, é necessario estudar novos métodos de
conservagao para o desenvolvimento do material de referéncia de leite UHT utilizado no
ensaio de proficiéncia, a fim de garantir uma maior estabilidade dos itens mantendo-o mais
proximo da sua originalidade (BRANDAO, M. L. L. et al., 2013).

O uso da tecnologia de liofilizagao ou a desidratagéo a frio (freeze dry) € um processo
confiavel de conservacéo de alimentos, sendo isento de conservantes e/ou produtos quimicos.
Na liofilizacdo o leite UHT é congelado em temperaturas inferiores a — 20 °C e submetido a
baixa presséo (alto vacuo), fazendo com que a agua dos produtos que foi transformada em
gelo, sublime, ou seja, passe diretamente do estado sélido para o gasoso. O resultado final € um
produto com uma estrutura porosa livre de umidade e capaz de ser reconstituido pela simples
adicdo de agua. Produtos liofilizados quando reconstituidos retornam suas propriedades
originais como nenhum outro produto desidratado (MARTINS, E. do C. et al., 2011).

Este processo tem como principal vantagem, quando comparado com 0 processo
convencional de secagem via spray drying, a manutencdo da composicao do material, pois
a umidade é removida a baixas temperaturas, com a garantia da auséncia ou minimizagao
de varias reagbes de degradacdo, devido a facil transicdo de material hidratado para
desidratado de boa qualidade, mantendo a estabilidade do produto durante a estocagem
e transporte. Dessa forma, a liofilizagdo surge como uma proposta para a conservacgao de
leite UHT mantendo todas as suas qualidades nutricionais (BERGAMO, 2013).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o método de liofilizagdo como uma
alternativa de conservacao do leite UHT utilizado como item de ensaio de proficiéncia
fisico-quimica.
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21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencéo e liofilizacao de leite UHT

As amostras de leite UHT integral foram adquiridas no comércio da cidade de
Chapeco6, Santa Catarina. Foram utilizados 5000 mL de leite, o qual foi porcionado sob
condi¢cbes assépticas em 25 mL em cada frasco de vidro, totalizando um lote de 200 frascos.

Os frascos foram submetidos ao congelamento em ultrafreezer (Indrel, modelo IULT
335D) a - 60 °C por 12 horas. Em seguida, o material foi liofilizado (LIOTOP, modelo L10)
por 78 horas. Posterior ao término do processo de liofilizagdo, os frascos foram fechados
rapidamente a fim de que o material liofilizado ndo absorvesse a umidade presente no ar.
Os frascos foram armazenados em ambiente com temperatura controlada (maxima de 27
°C) até o momento de realizacdo das medigoes.

2.2 Analises fisico-quimicas

As medi¢bes foram realizadas no Laboratério Fisico-Quimico do Instituto SENAI de
Tecnologia em Alimentos e Bebidas em Chapec6.

A fim de verificar a eficiéncia do processo de liofilizagdo realizou-se a medicao do
teor de umidade em cinco unidades do material liofilizado, seguindo a metodologia para
leite em po estabelecida pela ISO 5537:2004-1DF 26.

O material foi avaliado através da medigéo de proteina, lipidios, extrato seco total,
extrato seco desengordurado e acidez, conforme métodos normalizados pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para leite fluido. Para a realizagdo das
medicdes, o material liofilizado foi reconstituido com 25 mL de &gua deionizada a uma
temperatura de 36°C.

2.2.1 Analise de homogeneidade

A avaliacdo da homogeneidade do lote foi realizada para cada propriedade de
interesse deste estudo. Dez unidades do material foram escolhidas de forma aleatoria
através da fungdo de numeros randdmicos do Microsoft Visual Basic e medidas em duplicata,
sob condigbes de repetitividade aleatoria. Os resultados obtidos foram avaliados quanto a
presenca de Outliers através do teste de Cochran, conforme ISO 5725-2. A homogeneidade
foi avaliada conforme modelo descrito na ISO 13528:2015, por meio do calculo do desvio
padrdo entre-amostras (between-samples standard deviation). Como critério de avaliagdo
do desvio padréo entre-amostras utilizou-se o desvio padrdo de Horwitz e o desvio padrdo
obtido de experiéncia com programas anteriores. Em ambos os modelos, o desvio padrao
deve ser menor ou igual a 0,3 vezes o desvio padréo limitador.

2.2.2 Analise de estabilidade

A estabilidade do material e suas propriedades foram monitoradas a curto prazo. De
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forma a avaliar a influéncia da temperatura de transporte sobre os valores das propriedades
do material, trés unidades foram encaminhadas por transporte reverso a uma empresa
na cidade de Varzea Grande/MT. A temperatura de armazenamento do material durante
o transporte variou entre 5 e 36 °C. Estas amostras foram medidas em duplicata, sob
condig¢des de repetitividade. A diferenca entre a média do teste de homogeneidade e do
teste de estabilidade, para cada parametro, foi utilizada para avaliacdo da estabilidade
do material, conforme 1SO 13528:2015. Como critério de avaliacdo da diferenca entre as
médias, utilizou-se o desvio padréo de Horwitz e o desvio padréo obtido de experiéncia com
rodadas anteriores. Em ambos os modelos, a diferenca entre as médias deve ser menor ou
igual a 0,3 vezes o desvio padréo limitador.

Ix- yl0,3

Onde:

x= média do teste de estabilidade

y= média do teste de homogeneidade

= desvio padrado alvo, considerado para este estudo o desvio padrdo de Horwitz e
o desvio padrao obtido pela experiéncia de rodadas anteriores de programas de ensaio de

proficiéncia.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O material liofilizado apresentou coloragéo palida, sem brilho e teor de umidade de
1,5 %, 0 que indica que o processo de liofilizagao foi eficaz por estes atenderem aos padrées
estabelecidos nos processos de liofilizagao (coloragdo pélida, sem brilho e umidade entre
1 a 8%) (LIOBRAS, 2012).

3.3 Estudo da homogeneidade

Os resultados obtidos no estudo da homogeneidade estdo apresentados nas
tabelas 1 e 2. Segundo critérios estabelecidos pelo Protocolo Internacional Harmonizado
(THOMPSON et al, 2006), ndo foram detectados outliers empregando o teste de Cochran
(p>0,05), em nenhum caso.
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Parametro Média Desvio padréo (Ss) 0,3x0 SS <0,3*
Lipidios 2,11 1,49.10° 0,0225816 Conforme
Proteina 2,99 0,057727 0,0304297 N&o-conforme

EST 8,89 0,050578 0,0764134 Conforme
ESD 6,79 0,39595 0,0606504 Conforme
Acidez 0,13 0,00000 0,0021181 Conforme

*Média e desvio padrao dos resultados das amostras em g/100 g, exceto acidez, a qual consta média
e desvio padréo dos resultados das amostras expressos g de acido latico/100 mL.

Tabela 1. Resultados obtidos no teste de homogeneidade, considerando como DP o desvio padrao de

Horwitz.

Parametro Média Desvio % CV rodadas 0,3x0 SS <0,3*
padréo (Ss) anteriores**

Lipidios 2,11 1,49.10° 16,9 0,0860103 Conforme

Proteina 2,99 0,057727 13,62 0,151619 Conforme

EST 8,89 0,050578 3,71 0,0983911 Conforme

ESD 6,79 0,39595 5,20 0,1050687 Conforme

Acidez 0,13 0,00000 16,47 0,006415 Conforme

*Média e desvio padrao dos resultados das amostras em g/100 g, exceto acidez, a qual consta média e
desvio padrao dos resultados das amostras expressos em g de acido latico/100 mL.

** Coeficiente de variagdo (CV) baseado em experiéncia do provedor de ensaios de proficiéncia em
programas anteriores, expresso em %.

Tabela 2. Resultados obtidos no teste de homogeneidade considerando como DP, o desvio padréo
obtido pela experiéncia de rodadas anteriores de programas de ensaio de proficiéncia.

O desvio padréo obtido para a medi¢do de lipidios, expresso nas tabelas 1 e 2,
€ esperado sempre que um lote de material desenvolvido for altamente homogéneo. A
obtencéo deste foi possivel neste estudo, devido a utilizagdo de leite UHT com teor de
gordura padronizado.

Conforme as tabelas 1 e 2, os resultados indicam que nao foi possivel atingir
homogeneidade no pardmetro proteina utilizando o critério de Horwitz. No entanto, se
aplicado o critério de experiéncia do provedor em rodadas anteriores para 0os mesmos
parametros, atinge-se um resultado satisfatorio. Este fato pode ocorrer devido a maior
dispersao dos resultados naturalmente observada no método em questéo, ndo sendo entéo
abrangidos pelo critério de Horwitz.

Conforme a ISO 13528:2015(E), a avaliagdo de homogeneidade tendo como
critério a experiéncia com rodadas anteriores deve possuir como premissa o uso de dados
para 0 mesmo parametro, com valores semelhantes e onde os participantes utilizem
procedimentos de medicdo semelhantes. Como vantagens do uso desta abordagem, a
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norma cita-a como um critério baseado em expectativas razoaveis de performance, menos
suscetivel a variagcbes aleatdrias, ao nimero de participantes ou mesmo ao provedor.

Com base no exposto acima, observa-se que a avaliagdo da homogeneidade pelo
desvio padrdo com base na experiéncia com rodadas anteriores se mostrou uma abordagem
mais adequada, garantindo assim a homogeneidade do material estudado.

41 ESTUDO DA ESTABILIDADE

Os resultados obtidos da avaliagao de estabilidade estdo apresentados nas tabelas

3ed.

Parametro Média (x-y) 0,3x0 (x-y) =0,3x0
Lipidios 2,11 0,0716667 0,0225816 N&o-conforme
Proteina 2,99 0,147865 0,0304297 Nao-conforme

EST 8,89 0,0665867 0,0764134 Conforme
ESD 6,79 0,0384133 0,0606504 Conforme
Acidez 0,13 0,0053583 0,0021181 Nao-conforme

*Média e desvio padrdo dos resultados das amostras em g/100 g, exceto acidez, a qual consta média e
desvio padrao dos resultados das amostras expressos em g de &cido latico/100 mL.

Tabela 3. Resultados obtidos no teste de estabilidade, considerando como DP o desvio padrao de

Horwitz.
Parametro Média (x-y) CV** rodadas 0,3x0 (x-y) =0,3x0
anteriores
Lipidios 2,11 0,0716667 16,9 0,0860103 Conforme
Proteina 2,99 0,147865 13,62 0,151619 Conforme
EST 8,89 0,0665867 3,71 0,0983911 Conforme
ESD 6,79 0,0384133 5,20 0,1050687 Conforme
Acidez 0,13 0,0053583 16,47 0,006415 Conforme

*Média e desvio padrdo dos resultados das amostras em g/100 g, exceto acidez, a qual consta média
e desvio padrdo dos resultados das amostras expressos em g de acido latico/100 mL.

** Coeficiente de variagao (CV) baseado em experiéncia do provedor de ensaios de proficiéncia em
programas anteriores, expresso em %.

Tabela 4. Resultados obtidos no teste de estabilidade, considerando como DP o desvio padréo obtido
pela experiéncia de rodadas anteriores de programas de ensaio de proficiéncia.

A avaliacdo estatistica dos dados por meio do uso de desvio padrdo baseado na
experiéncia com rodadas anteriores se demonstrou mais adequada, para este grupo de
dados. A utilizagcdo desta abordagem se apresenta como uma alternativa que faz uso de
estimativas robustas de desvio padrdo, com premissas e vantagens ja expostas no item
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anterior.
Por meio dos resultados obtidos é possivel assegurar que o transporte do material
pode ser realizado nas temperaturas estudadas, sem que este sofra influéncia significativa

nos parametros avaliados em decorréncia da temperatura.

51 CONCLUSAO

Com os dados obtidos, foi possivel concluir que a liofilizagdo é uma alternativa viavel
para conservagédo de amostras de leite para serem utilizadas como material de referéncia
em programa de ensaio de proficiéncia, apresentando homogeneidade e estabilidade

aceitaveis.
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