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resumo 
 

 

O leite é um alimento essencial na alimentação humana, estando associado a 
um estilo de vida saudável. Sendo um alimento de grande importância e de 
presença constante no dia-a-dia dos indivíduos, exige que haja um controle de 
qualidade e segurança alimentar elevada. Neste sentido, a indústria de 
lacticínios e derivados tem adotado novas técnicas e processos para continuar 
a merecer a confiança por parte do consumidor.  
O controlo de qualidade do leite envolve várias análises ao longo das diferentes 
etapas de processamento, como a monitorização dos parâmetros nutricionais e 
características físico-químicas. A necessidade de técnicas de análise rápidas 
levou ao desenvolvimento de equipamentos, específicos para a indústria de 
lacticínios, que utilizam a espetroscopia de infravermelho com Transformada de 
Fourier (FTIR), e um software que utiliza a calibração pelo método dos mínimos 
quadrados parciais (PLS) para, a partir dos espectros das amostras, prever os 
valores de vários parâmetros fisico-químicos que caracterizam as mesmas. Esta 
técnica permite a análise, em simultâneo, de gordura, proteína, lípidos e extrato 
seco desengordurado, em cerca de 30 segundos. Este trabalho incide sobre a 
validação destes métodos para análise de diversos tipos de leite, simples e 
ingredientados, nas várias fases de processamento.  
Assim, foram realizados vários ajustes à calibração de base do equipamento 
para os diferentes tipos de leite, que foram agrupados consoante a sua 
composição e semelhança espetral em diferentes programas. Para cada 
programa foi realizada a validação do método com recurso a amostras de 
validação, internas e externas ao laboratório, analisadas no equipamento FTIR 
e também por métodos de referência, tendo-se avaliado a precisão e exatidão 
dos resultados obtidos.  
Conclui-se que para os leites ingredientados como chocolate sem lactose, 
chocolate meio gordo e chocolate proteína, o erro do valor previsto pelo 
equipamento FTIR é superior aos limites do erro admissível estabelecido na 
empresa para cada um dos parâmetros analisados, possivelmente devido à 
diferença de composição entre estes leites e os leites usados na calibração 
espetral de base do equipamento. No caso dos leites simples standard, 
selecionado, biológico com diferentes gamas de gordura (magro, meio gordo e 
gordo) e leites ingredientados com cálcio e vitaminas os resultados são 
concordantes com os valores de referência, sendo os erros absolutos inferiores 
aos limites admissíveis estabelecidos na empresa.  
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abstract 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Milk is an essential food in human nutrition, associated with a healthy lifestyle. 
As a food of great importance and daily presence in the lives of individuals, it 
requires a tight quality control to provide a high food safety. Dairy industry was 
modernized, by adopting new techniques and processes to continue to deserve 
consumers trust.  
Milk quality control requires several analyzes along the different processing 
stages, such as monitoring of nutritional parameters and physicochemical 
characteristics. The need for fast analytical techniques has led to the 
development of equipment, specific for the dairy industry, which uses Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and a software that uses partial least 
squares (PLS) calibration to predict the values of several physical chemical 
parameters from the analysis of sample spectra. This technique allows the 
simultaneous analyses of fat, protein, lipids and solids non fat in 30 seconds. 
This work was focused on the validation of these methods for the analysis of 
different types of milk, simple and additivated, in the various stages of 
processing. 
Several adjustments were made to the equipment's calibration for the different 
types of milk that were grouped, according to their composition and spectral 
similarity, in different programs. For each program, the validation of the method 
was carried out using independent samples, internal and external to the 
laboratory, analyzed by the FTIR equipment and reference methods, and the 
precision and accuracy of the results were evaluated. 
It is concluded that for additivated milk such as lactose free chocolate, chocolate 
milk and protein chocolate milk, the error of the value predicted by the FTIR 
equipment is higher than the maximum error limits established by the company 
for each of the analyzed parameters. This is possibly due to the difference in 
composition between these milks and the milks used in the spectral calibration 
of the equipment. In the case of standard, selected, organic milks with different 
fat ranges (skim, low fat, reduced fat milk) and milks additivated with calcium and 
vitamins, the results agreed with the reference values, with the absolute errors 
below the admissible limits established by the company. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. A Lactogal – Produtos Alimentares S.A. 
 

 

A Lactogal – Produtos alimentares S.A. é uma das principais empresas portuguesas do setor 

agro-alimentar especializada em lacticínios e derivados. É o resultado da aliança e fusão, em 1996, 

das Cooperativas Lacticoop, Agros e Proleite/Mimosa S.A, herdando as suas marcas e produtos 

associados que abrangem o mercado nacional e internacional. O Grupo Lactogal é uma empresa 

ibérica costituída pelas empresas Portuguesas – Lactogal, Lacticínios vigor e Etanor Penha e pela 

empresa Espanhola – Leche Celta. 1  

A Lactogal representa um papel essencial na valorização da produção nacional de leite, assim 

como, do seu consumo. Tem como principal missão a comercialização e desenvolvimento de 

produtos lácteos de elevada qualidade que contribuem para uma alimentação equilibrada diária. 

Neste momento, tem três unidades fabris em Portugal Continental que se localizam na 

freguesia de Modivas, Oliveira de Azeméis e Tocha. As suas marcas são a Matinal, Mimosa, Adagio, 

Agros, Gresso, Castelinhos, Primor, Castelões, Vigor, Serra Dourada, Milhafre dos Açores, Fresky, 

Serra da Penha e Pleno. 

A Lactogal apresenta uma grande gama de produtos que variam entre leite (simples, 

especiais e compostos), iogurtes, queijos, manteigas, natas, molhos, água e sumos. Ao longo dos 

anos o controlo de qualidade do leite foi sofrendo alterações, tendo-se tornado mais sofisticado e 

rigoroso de forma a corresponder à evolução tecnológica e às necessidades e exigências dos clientes. 

Neste sentido, a Lactogal pretende transmitir ao consumidor uma maior segurança alimentar, sendo 

certificada pela ISO 9001 – Sistema de Gestão de Qualidade e pela International Featured Standard 

(IFS). 1 

 

 

Figura 1. Representação da Lactogal e de todas as suas marcas atuais.1 
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1.2. A INDÚSTRIA DO LEITE 
  

O leite desempenha um papel muito presente e importante na dieta humana, considerando-

se um alimento essencial durante a fase de crescimento e, também, ao longo da vida. O seu consumo 

associa-se a uma dieta saudável e equilibrada devido ao seu valor nutricional e aos reconhecidos 

benefícios para o organismo e saúde. Ao longo dos anos foram surgindo várias formas de consumir 

produtos lácteos, no entanto, o leite continua a ser o mais procurado em países desenvolvidos. O leite 

pode ser obtido de diversos animais lactantes como vacas, ovelhas ou cabras. A composição e 

características organoléticas, nomeadamente o sabor, podem ser influenciadas pela alimentação das 

vacas e fase da lactação em que se encontram. O leite de vaca é o mais consumido, produzido e 

procurado em Portugal. Em 2019 foram produzidos cerca de 2 milhões de toneladas de leite de vaca, 

tendo apenas sodo produzidas 72 mil toneladas de leite de ovelha e 26 mil toneladas de leite de 

cabra.2 

Em Portugal, o consumo de leite está a baixar desde 2008, refletindo-se no número de vendas 

nos últimos anos. Em 2019 consumiram-se 744 mil toneladas de leite em Portugal, ou seja, um 

consumo de aproximadamente 72 kg de leite por habitante que resulta na redução do consumo de 

17kg de leite por habitante anualmente. 3  

O consumo de leite teve algumas oscilações ao longo dos anos, mas manteve-se sempre um 

produto muito presente na dieta humana. As tendências de mercado foram exigindo várias adaptações 

a estas indústrias, não só no rigor do controlo de qualidade e condições da produção do leite, mas 

também, na criação de produtos que vão ao encontro do crescente interesse por um estilo de vida 

mais saudável e uma dieta equilibrada. 

 

1.3. TIPOS DE LEITE 
 

Em Portugal, o leite é definido pelas normas portuguesas em vigor. Segundo a NP-572 de 

1981, o leite corresponde “ao líquido segregado pelas glândulas mamárias da vaca em estado de 

saúde normal, considerando-se leite para fins alimentares a secreção láctea obtida de uma ou mais 

ordenhas completas e ininterruptas, mantidas em boas condições alimentares e de higiene, livre de 

substâncias estranhas e isento de colostro”. A designação genérica de leite comum, segundo a NP-

573 (1979), é aplicada exclusivamente ao leite de vaca, de consumo direto submetido a aquecimento 

no circuito de recolha (devendo o leite proveniente de outras espécies ter a indicação da fêmea 

produtora).  

Em 1980, a venda de leite cru deixou de ser possível, de forma a evitar o consumo de leite 

contaminado com bactérias ou substâncias prejudiciais à saúde. Assim, surgiu uma regulamentação 
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que definiu que passaria a ser obrigatório o tratamento térmico do leite pré-consumo. para evitar que 

surgissem problemas de saúde relativos ao seu consumo. Por este motivo, surgiram diferentes tipos 

de leite para consumo. Esta divisão pode ser realizada com base em dois critérios distintos: o 

tratamento térmico a que o leite é submetido durante a produção e o teor em matéria gorda. 

Relativamente à divisão pelo tipo de tratamento térmico a que o leite é submetido, pode dividir-se 

em quatro tipos diferentes: leite cru, leite pasteurizado, leite ultrapasteurizado (UHT) e leite 

esterilizado. O leite cru corresponde ao leite que não tenha sido aquecido a uma temperatura superior 

a 40ºC nem a qualquer tratamento com efeito equivalente. O leite pasteurizado, segundo a NP-574 

(1984), é o leite aquecido a temperaturas não muito elevadas durante um curto período de tempo (a 

72-74ºC durante 15-30 segundos), sendo imediatamente arrefecido de modo a destruir os 

microrganismos patogénicos (bactérias não esporuladas, leveduras e fungos), sem provocar 

alterações na estabilidade física e bioquímica do leite, mantendo as características organoléticas. O 

leite UHT corresponde ao leite aquecido a temperaturas muito elevadas durante um período muito 

curto de tempo (130 a 150ºC durante 3 a 5 segundos) seguindo-se um arrefecimento até 20ºC. O 

enchimento deste leite é realizado em embalagens estéreis e em condições assépticas. O leite 

esterilizado, segundo a NP-578 (1987) e NP-579 (1981), corresponde ao leite convenientemente 

centrifugado e homogeneizado, já embalado, tratado por aquecimento (118ºC durante 12 minutos) 

de forma a ficar isento de quaisquer microrganismos suscetíveis de nele se desenvolverem. O 

tratamento térmico deste leite deve ser realizado na embalagem final. O leite pode ainda pertencer à 

categoria de “leite de consumo indireto”, que, segundo a NP- 576 (1981), corresponde ao leite 

destinado ao fabrico de leites modificados, produtos lácteos comestíveis e outros géneros 

alimentícios com leite. 

As diferenças no teor de matéria gorda no leite originam o leite magro, meio gordo ou gordo. 

Desta forma, a NP-572 determina que o leite magro deverá ter um teor máximo de matéria gorda 

igual a 0,5%, o leite meio gordo deverá ter um teor entre 1,5 a 1,8% e o leite gordo deverá ter um 

teor mínimo de 3% (Tabela 1). O leite UHT é o leite mais consumido em Portugal. 
 

Tabela 1. Teor de lípidos e valor nutricional dos três tipos de leite de vaca UHT por 100g de leite. 4 

 

 
LEITE UHT  

GORDO 

LEITE UHT MEIO 

GORDO 

LEITE UHT 

MAGRO 

LÍPIDOS (g) 3,5 1,6 0,2 

VALOR ENERGÉTICO (kcal/kJ) 62/260 47/199 35/149 

ÁGUA (g) 88,1 89,1 90,5 

PROTEÍNA (g) 3,0 3,3 3,4 

HIDRATOS DE CARBONO (g) 4,7 4,9 4,9 

SAL (g) 0,1 0,1 0,1 
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1.4. COMPOSIÇÃO QUÍMICA 

 

O valor nutricional do leite é particularmente elevado devido ao equilíbrio dos nutrientes que 

o compõem. Existem aproximadamente 4500 espécies lactantes, o que origina composições 

nutricionais muito diferentes e variáveis. A composição do leite pode variar devido às diferenças 

entre espécies ou raças de uma mesma espécie, do período de lactação, da altura do ano ou até da 

dieta. Na Tabela 2 encontram-se exemplificadas as diferenças na composição do leite entre as 

diferentes espécies lactantes mais comuns na indústria de lacticínios. 5 

 
 

Tabela 2. Composição do leite de diferentes espécies em g/100g de leite.5 
 

 ÁGUA LÍPIDOS PROTEÍNA HIDRATOS DE CARBONO 

VACA 87,2 3,7 3,5 4,9 

OVELHA 82,7 6,4 5,5 4,7 

CABRA 86,5 4,0 3,6 5,1 

CAMELO 87,7 3,4 3,5 4,7 

 

 

O leite é composto por 82 a 88% de água, sendo este o seu constituinte principal. Tem uma 

matriz única composta maioritariamente por hidratos de carbono, proteína e lípidos. Contém também 

várias vitaminas como a vitamina A, C, D, E, vitaminas do complexo B e sais como o fosfato de 

cálcio. Para além destes compostos, tem também várias enzimas na sua composição como lípases, 

redutases e lactoperoxidase.  

 

1.4.1. Hidratos de Carbono 

 

Os hidratos de carbono correspondem à fração de macronutrientes que se encontra em maior 

quantidade no leite. A lactose é o hidrato de carbono mais abundante. É um dissacarídeo redutor 

composto por uma molécula de glucose e uma molécula de galactose que estão unidas por uma 

ligação glicosídica β-1,4 (Figura 2). O leite contém também monossacarídeos, como a fucose e a N-

acetilglucosamina, dissacarídeos e oligossacarídeos.  A lactose é responsável por 50% da pressão 

osmótica no leite. 6 
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Figura 2.  Estrutura da molécula de lactose. 6 
 

 

A lactose é biossintetisada a partir da epimerização a galactose de uma molécula de glucose 

na forma de uridil-difostato-galactose (UDP- galactose), que depois é condensada com uma molécula 

de glucose através da ação da lactose sintase. Esta síntese é regularizada por proteínas do soro (α-

lactalbumina).6 O carbono anomérico livre da glucose forma dois anómeros, α e β, num rácio de 

37:67. A mutarrotação entre estes dois anómeros depende da temperatura e do pH e apresenta 

diferentes propriedades relativamente à solubilidade e cristalização. A α-lactose favorece a 

cristalização uma vez que forma cristais mono-hidratados, enquanto a β-lactose forma cristais 

anidros. Relativamente à solubilidade, o anómero β apresenta uma maior solubilidade, cerca de 

50g/100 mL de água e o anómero α 7 g/100 mL em água a 20ºC. 6 

A lactose encontra-se frequentemente ligada a proteínas como as micelas de caseína. A 

quantidade de ácido lático produzido e presente nos produtos lácteos depende da quantidade de 

lactose disponível devido à ação da lactase e bactérias lácticas. 7 

A lactose pode ter várias aplicações na indústria alimentar e farmacêutica e podendo dar 

origem a vários produtos, tais como: lactulose, xaropes de glucose-galactose, galacto-

oligossacarideos, tagatose e etanol.6 No entanto, nem sempre a sua presença em produtos alimentares 

ou farmacêuticos é benéfica, uma vez que existem dois tipos de deficiência enzimática que impedem 

a sua digestão. A intolerância à lactose e a galactosemia são deficiências enzimáticas cada vez mais 

frequentes e, por esse motivo, surge a necessidade de reinventar os produtos existentes no mercado 

com o aparecimento de produtos sem lactose. Nestes produtos, habitualmente é adicionada uma 

enzima, a lactase, que irá compensar a deficiência enzimática presente, transformando a lactose em 

galactose e glucose. 
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1.4.2. Proteína 

 

As proteínas são um dos constituintes com maior importância na composição do leite. São 

compostas por um grupo muito heterogéneo que apresenta um papel importante em diferentes 

funções sejam elas no âmbito nutricional, fisiológico ou físico-químico. As proteínas podem ser 

divididas em dois tipos distintos consoante a sua solubilidade a pH 4,6 a 20ºC. As proteínas 

insolúveis são nomeadas de caseínas, representando 78% do total de proteínas, e as proteínas solúveis 

nomeadas de proteínas do soro ou whey protein (Tabela 3).  

 

 

Tabela 3. Descrição da composição e respetiva quantidade média de proteína solúvel e insolúvel presente no 

leite, em percentagem relativamente ao total de proteína presente e quantidade média das diferentes proteínas 

solúveis em relação ao total de proteína solúvel.5  

 

PROTEÍNAS NO LEITE QUANTIDADE MÉDIA (%) 
Proteína Total 100  

Proteína insolúvel (caseína total) 82 
Proteína solúvel 18 

α - Lactalbumina 45 

β - Lactoglobulinas 25  

Imunoglobulina 12 

Outros péptidos 13  

Seroalbumina 5  

 

 

 

As proteínas do soro dividem-se em quatro principais proteínas: β-lactoglobulina (β-Lg) , α-

lactalbumina (α-La), imunoglobulina (Ig) e seroalbumina. As β-lactoglobulinas são constituídas por 

162 aminoácidos, contendo 5 resíduos de cisteína. A presença de grupos - SH permite estabelecer 

ligações a outras proteínas por meio de pontes dissulfeto. A α-Lactalbumina é constituída por 123 

aminoácidos e também contém resíduos de cisteína, que são importantes nas interações com outras 

proteínas. As imunoglobulinas constituem cerca de 10% das proteínas do soro do leite, sendo a IgG 

a principal e, em menores quantidades, IgA e IgM. Tanto as imunoglobulinas como a seroalbumina 

são provenientes do sangue. 

As caseínas são proteínas caracterizadas por terem um grupo hidroxilo, proveniente de 

alguns resíduos de serina e outros aminoácidos, ligado a um fosfato, formando um éster - a fosfo-

serina. Contém prolinas e alguns resíduos de cisteína. Estas proteínas são precipitáveis a pH 4,6, 

denominando-se insolúveis a este pH. 6,8 As caseínas dividem-se em quatro tipos: as αs1-caseínas, 

αs2-caseínas, β-caseínas e κ-caseínas. A αs1-caseína é constituída por 199 aminoácidos e é composta 

por fosfo-serinas. As β- caseínas contêm 209 aminoácidos e 5 resíduos de fosfo-serina, que conferem 

polaridade à molécula enquanto a restante molécula é praticamente apolar, tornando esta família de 
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proteínas a mais hidrofóbica entre os vários tipos de caseínas. A αs2-caseína é constituída por 207 

aminoácidos e é uma estrutura dipolar com os grupos aniónicos na zona do terminal amina e os 

grupos catiónicos no terminal carboxílico. A κ-caseína contém 169 aminoácidos e ocorre 

normalmente na forma de um trímero devido à formação de pontes de dissulfeto entre proteínas. 

Cerca de 90% das caseínas presentes no leite encontram-se agregadas em complexos na forma de 

micelas. As micelas são partículas esféricas coloidais com cerca de 5000 moléculas de caseína tendo 

na sua constituição outras substâncias não proteicas como o cálcio e o fosfato de cálcio. As micelas 

mantêm-se no formato esférico devido a interações hidrofóbicas e a interações eletrostáticas (Figura 

3). Estas micelas são dispersoras de luz e juntamente com os glóbulos de gordura contribuem para a 

aparência branca do leite.  

 

Figura 3. Modelo submicelar para micelas de caseína, representando as  

estruturas na superfície de κ-caseína (adaptada). 9 

 

As αs1-caseínas, αs2-caseínas e β-caseínas representam 85% do total de caseínas presentes no 

leite e são sensíveis ao cálcio, podendo precipitar quando o cálcio se liga aos resíduos de fosfo-serina 

a concentrações > 6 mM. No entanto, ao contrário das outras famílias de caseínas, as κ-caseínas são 

solúveis a altas concentrações de cálcio, o que permite que interajam com os iões cálcio de forma a 

estabilizar as caseínas insolúveis através da formação de micelas. A maioria das κ-caseínas é 

estabilizada pela ação de grupos fosfato e  podem ser encontradas na superfície das micelas.10  

 

 

1.4.3. Lípidos 

Os lípidos presentes no leite são maioritariamente triacilgliceróis (98%) e uma pequena 

fração de fosfolípidos, diacilgliceróis, monoacilgliceróis e esteróis (Tabela 4). Os lípidos encontram-

se organizados em glóbulos de gordura que contêm uma membrana que funciona como 

emulsificante. Os triacilgliceróis são compostos por vários tipos de ácidos gordos, podendo ser de 

cadeia curta (C4 -C10), intermédia (C12 -C16) ou longa (C18). Aproximadamente 50% dos ácidos 
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gordos são sintetizados na glândula mamária através da síntese de novo e os restantes 50% são 

considerados lípidos do plasma, provenientes da dieta.11 

 

Tabela 4.  Principais classes de lípidos presentes no leite. 11 
 

CLASSE DE LÍPIDOS QUANTIDADE (% M/M) 

Triacilgliceróis 98,3 

Fosfolípidos 0,8 

Diacilgliceróis 0,3 

Esteróis 0,3 

Ácidos gordos livres 0,1 

Monoacilgliceróis 0,03 

 

A maioria dos ácidos gordos presentes no leite são saturados e com cadeias curtas ou 

intermédias. Existem alguns insaturados (C18:1 e C18:2) mas em quantidades muito inferiores (cerca 

de 20% do total de ácidos gordos).12 Os triacilgliceróis são sintetizados no retículo endoplasmático 

e no leite de vaca encontram-se principalmente triacilgliceróis compostos por cadeias de ácidos 

gordos curtas e intermédias.  

Os fosfolípidos representam apenas 0,8% dos lípidos do leite. No entanto, desempenham um 

papel importante na composição do leite devido às suas propriedades anfifílicas. Cerca de 65% deles 

são encontrados na membrana do glóbulo de gordura do leite, enquanto o restante permanece na fase 

aquosa. Os principais fosfolípidos que constituem o leite são a fosfatidilcolina, a fosfatidil 

etanolamina e a esfingomielina. Os esteróis correspondem a aproximadamente 0,3% da gordura total, 

e o seu principal representante é o colesterol. 6 

 

Figura 4. Estrutura de uma membrana de glóbulo de gordura do leite (MFGM). 13 

 



9 

 

As membranas dos glóbulos de gordura do leite (MFGM) atuam como emulsificantes e são 

constituídas por uma camada tripla de fosfolipídos que contém proteínas, hidratos de carbono e 

lípidos integrados.  A MFGM é uma fonte de fosfolípidos, contrariamente ao interior no glóbulo de 

gordura que é constituído por triglicerídeos. 14 

 

1.4.4. Vitaminas e Sais 

 

As vitaminas desempenham um papel muito importante na composição do leite, conferindo 

ao seu consumo um interesse particular. Apesar de se encontrarem em quantidades ínfimas, existem 

numa grande variedade e heterogeneidade. Podem ser encontradas na fase aquosa ou na fase lipídica 

e, por isso, podem classificar-se quanto à sua solubilidade, em lipossolúveis e hidrossolúveis. Dentro 

das vitaminas lipossolúveis existem as vitaminas A (retinol), D (calciferol) e E (tocofenol) e dentro 

das hidrossolúveis existe a vitamina C (ácido ascórbico) e as vitaminas do complexo B – tiamina 

(B1), riboflavina (B2), niacina B3, ácido pantoténico (B5), piridoxina (B6), biotina (B7), ácido fólico 

(B11) e cobalamina (B12). 6,11 

As vitaminas devem ser consumidas moderadamente, nunca ultrapassando a dose diária 

recomendada.  

 

Tabela 5. Quantidade média de vitaminas por 100 mL de leite e contribuição em percentagem para a dose 

diária recomendada (DDR) por 100 mL de leite. 4,6 

 

Vitaminas 
Quantidade média por 100 

mL de leite 
% DDR  

B12 0,5 µg 20 

B2 0,14 mg 10 

B3 0,9 mg 7 

B5 0,35 mg 6 

A 38 µg 5 

B1 0,04 mg 4 

B11 6 µg 3 

D 0,15 µg 3 

B6 0,05 mg 2,5 

C 1,5 mg 2 

E 0,1 mg 0,8 

B7 0,3 µg 0,6 
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Para além das vitaminas, o leite tem na sua composição sais inorgânicos contendo seis 

principais elementos tais como cálcio, magnésio, sódio, potássio, cloro e fósforo. Estes elementos 

existem no leite na sua forma ionizada ou na forma de sais como é o exemplo do fosfato de cálcio. 

Estas substâncias inorgânicas desempenham um papel importante na manutenção da estabilidade das 

caseínas. Embora se encontrem em quantidades vestigiais, enriquecem a composição do leite, 

tornando-o um alimento mais interessante do ponto de vista nutricional. 6 

 

 

1.5.  PROCESSAMENTO 

 

Em 1987, em Portugal, deixou de ser permitido por lei a comercialização de leite cru. Assim, 

passa a ser obrigatório o tratamento térmico do leite, assim como todas as etapas do seu 

processamento. 15 

O processamento do leite é um dos passos mais importantes na indústria de lacticínios, uma 

vez que as várias etapas do processamento permitem assegurar a qualidade do mesmo.  

As principais etapas do processamento do leite são a padronização, homogeneização e 

pasteurização (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Etapas do processamento do leite. 
 

 

A chegada do leite à indústria dos lacticínios, é um ponto de partida importante, sendo o 

primeiro passo onde é testada e validada a qualidade do leite cru que está a ser recebido. São retiradas 

várias amostras ao leite cru para que possa ser testada a presença de antibióticos, células somáticas e 

acidez. 6 

O processamento do leite inicia-se com a termização que corresponde a um ligeiro 

aquecimento, a uma temperatura de 65ºC durante cerca de 15 segundos, este primeiro aquecimento 

tem como principal função eliminar alguns dos microorganismos resultantes do transporte e 

armazenamento do leite. Em seguida, ocorre a padronização que corresponde à alteração dos níveis 

de gordura e de sólidos não gordurosos, consoante o produto que se pretende obter. Esta alteração 
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pode ser no sentido de aumentar os níveis de gordura, por exemplo, no caso de se pretender produzir 

um leite gordo, ou apenas para se garantir um teor uniforme da gordura do leite no produto final. 

Nesta etapa, pode dar-se a adição de ingredientes como vitaminas, aromatizantes ou enzima (lactase), 

caso o objetivo seja obter um produto final composto com adição de ingredientes como um leite com 

chocolate ou um leite sem lactose. 

A etapa seguinte do processamento do leite corresponde à homogeneização. Este passo é de 

extrema importância para que o produto final se mantenha estável ao longo do tempo de validade, 

uma vez que permite que ocorra uma homogeneização dos glóbulos de gordura, prevenindo que 

ocorra a sua aglomeração e separação da matriz.6 

 

 

Figura 6. Representação dos glóbulos de gordura ao longo do tempo de vida do leite. 16 

 

A homogeneização tem como principal objetivo evitar que se forme nata na superfície do 

leite, quando este está em repouso, durante o armazenamento. Para que este efeito indesejado seja 

evitado, tem de ocorrer a uniformização e redução do tamanho dos glóbulos de gordura. A 

homogeneização é um processo de alta pressão que força a passagem do leite através de um canal 

estreito de forma a embater contra uma válvula, ocorrendo assim uma diminuição do diâmetro médio 

dos glóbulos de gordura e a sua uniformização em solução.17 O resultado da homogeneização permite 

que o leite se mantenha estável e sem tendência a formar sedimentos durante o processo de 

armazenamento (Figura 6). 

Uma das últimas etapas do processamento, o tratamento térmico, é uma das mais relevantes 

para assegurar a qualidade do leite. O tratamento térmico pode dividir-se em vários tipos que diferem 

na temperatura e tempo aplicados e que, consequentemente, terão efeitos e objetivos diferentes 

(Tabela 6). 
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Tabela 6 . Tipos de tratamentos térmicos aplicados ao processamento do leite. 6 
 

PROCESSO TEMPERATURA 

(ºC) 

TEMPO (s) OBJETIVO 

TERMIZAÇÃO 65 15 
Eliminar bactérias psicrotróficas antes da 

refrigeração 

PASTEURIZAÇÃO 72 – 74 15 - 30 
Eliminar bactérias patogénicas 

vegetativas; Aumento do tempo de vida 

do leite 

UHT (INDIRETO) * 135 – 140 3 – 5 
Aumento do tempo de validade e da 

qualidade do leite 
UHT (DIRETO) * 135 – 140 3 – 5 

ESTERILIZAÇÃO 118 720 

 

* UHT – ultra pasteurização 

 

 

O processo térmico mais comum é a pasteurização, uma vez que tem como principal objetivo 

eliminar microrganismos que possam estar presentes no leite e, também, inativar algumas enzimas 

que possam influenciar negativamente a qualidade do produto. 

 A pasteurização começou por ser implementada na indústria do leite para controlar a 

Mycobacterium bovis, causadora de tuberculose nas vacas e que apresentava um grande risco para o 

ser humano. Este microrganismo é altamente resistente ao calor e obrigou a que os critérios de 

pasteurização fossem revistos até chegar à temperatura de 72ºC durante 15 s, que atualmente se 

encontra em vigor. 18 

O processamento térmico apresenta desvantagens uma vez que pode resultar na perda de 

intensidade de aroma e sabor, perda de vitaminas, alteração na textura e, ainda, pode levar à 

desnaturação de proteínas o que poderá comprometer a qualidade nutricional do leite. No entanto, 

apesar de apresentar algumas desvantagens no que respeita às propriedades organoléticas, a 

eliminação de bactérias patogénicas que podem causar problemas de saúde sobressai em relação às 

desvantagens. 

O processo de pasteurização é verificado através do teste da fosfatase alcalina, uma vez que 

esta é uma enzima natural no leite que é eliminada durante o tratamento térmico. Ou seja, é realizado 

um teste para avaliar a sua presença e assim, garantir que a pasteurização foi  eficiente.19,20 

 Embora o processo de pasteurização seja eficiente e permita obter um produto livre de 

microrganismos indesejados, após este primeiro tratamento térmico, na maioria dos casos, segue-se 

a ultra pasteurização, também conhecida como UHT - ultra high temperature. Este processo térmico 

é utilizado para garantir que os produtos têm um tempo de prateleira mais longo, normalmente 6 

meses de validade, e garantir uma esterilidade e segurança alimentar maior. 21 

A ultra pasteurização ocorre a temperaturas muito elevadas durante um período de tempo 

muito curto, 135 a 140ºC durante 3 a 5 segundos, seguido de um arrefecimento até aos 20ºC, à 

semelhança do que ocorre na pasteurização.  
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A exposição do leite a tratamentos térmicos intensos como é o caso da pasteurização e da 

ultra pasteurização causa diversas alterações nas proteínas, lactose e enzimas, podendo desencadear 

vários processos indesejáveis. 

No caso da lactose, o tratamento térmico desencadeia reações de Maillard, que ocorrem entre 

o carbono anomérico livre da lactose e os grupos amina das proteínas. Esta reação dá origem a 

compostos como o hidroximetilfurfural (HMF) e à formação de pigmentos acastanhados chamados 

de melanoidinas. Para além da formação destes compostos, ocorre a acidificação do produto pela 

diminuição do seu pH. A reação de Maillard pode originar alterações no aroma e sabor do produto, 

assim como alterações nos valores nutricionais. 6,21 

A conjugação de todas estas etapas do processamento permite assegurar com eficiência a 

qualidade e estabilidade do leite durante o seu tempo de validade. 

 

 

1.6.  CONTROLO DE QUALIDADE DO LEITE 

 

O controlo de qualidade é uma etapa essencial na produção de qualquer produto, e quando 

se trata de produtos alimentares, este controlo é ainda mais rigoroso e exigente. São várias etapas 

que contemplam um plano de controlo de qualidade da produção de um determinado alimento, sendo 

que começam no início do processo, neste caso, na receção do leite e ocorrem durante todo o processo 

até ao último passo em que temos o produto final pronto a ir para o mercado. 

Embora o leite sofra um processamento térmico muito intensivo, este pode não ser suficiente 

para eliminar todos os problemas inerentes à sua produção, por esse motivo é importante ter vários 

pontos de controlo de qualidade ao longo do processo, para que se possa acompanhar a sua 

estabilidade e assegurar a segurança alimentar. Existem vários fatores que afetam a qualidade do 

leite, sendo os principais, a temperatura, o pH, o estado de saúde do animal, o meio ambiente e o seu 

manuseamento. 

O controlo de qualidade do leite inicia-se na receção do leite cru, uma vez que este tem de 

seguir os parâmetros de qualidade regulamentados nas normas portuguesas. O leite é submetido a 

testes microbiológicos e a testes físico-químicos obrigatórios por lei e definidos nas normas 

portuguesas. Entre estes testes, destaca-se a prova de álcool, a medição de pH e a determinação de 

acidez, assim como a realização de testes para analisar a presença de antibióticos e de aflatoxinas à 

chegada do leite. 

A prova de álcool é um dos principais testes de verificação da qualidade do leite, 

regulamentado na NP-453 (2002). Este teste é realizado tanto na chegada do leite cru, como durante 

as várias etapas do processamento térmico. Consiste na adição de álcool etílico a 80% ao leite a 
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analisar, na proporção de 1:1, provocando assim a disputa entre as proteínas do leite e o álcool pela 

água disponível em solução. Quanto maior for a concentração de álcool, menos água ficará 

disponível para manter em suspensão a caseína, o que poderá provocar mais facilmente a sua 

precipitação caso se encontre deteriorada. Este teste é um bom indicador da qualidade do leite, pois 

permite verificar se existe alguma deterioração nas proteínas que possa ter sido causada ao longo do 

processamento ou até na conservação do leite até à chegada à fábrica. 

O pH deve estar entre 6,6 e 6,8 a 20ºC para se considerar o leite em boas condições para seguir 

para o processamento. A acidez, que é determinada através de uma titulação, é normalmente expressa 

em graus Dornic, sendo que 1 ºD equivale a 0,1 g de ácido lático por litro de leite. Assim, consegue-

se estimar qual a concentração de ácido lático presente na amostra de leite, devendo o seu valor 

médio andar por volta dos 16 ºD para um leite standard sem ingredientes. 22 

Para além do controle através de análises físico-químicas, o controle microbiológico também é 

muito importante em todas as etapas do processamento, para garantir que não há contaminações que 

possam comprometer a qualidade e durabilidade do leite durante o seu prazo de validade. 

Garantir que está a ser dado ao consumidor um produto que cumpre os requisitos mínimos de 

nutrição, também é um dever e uma forma de controle de qualidade. Este controle é realizado por 

meio de análises rápidas que utilizam técnicas espetroscópicas e permitem analisar uma grande gama 

de parâmetros, numa só amostra, permitindo a monotorização dos vários macronutrientes ao longo 

de todo o processo. Esta análise “rápida” permite que haja um controle rigoroso e mais frequente dos 

principais parâmetros como, teor de gordura, hidratos de carbono, proteína, lactose, extrato seco 

desengordurado e índice crioscópico. A implementação deste modo de análise trouxe uma grande 

melhoria na indústria do leite, uma vez que permite a monotorização rápida e eficiente de inúmeros 

parâmetros através de uma só análise com recurso a uma só amostra, contrariamente ao que acontecia 

com os métodos clássicos de determinação destes parâmetros essenciais na aferição da qualidade do 

produto final. 

 

 

 

1.7.  MÉTODOS DE ANÁLISE RÁPIDA 

 

Os métodos de análise rápida podem ser definidos como um método de análise de amostras 

de forma completa e rápida para um amplo conjunto de parâmetros físico-químicos.  

Na Lactogal, esta análise rápida é feita através de equipamentos que utilizam a técnica FTIR 

– Fourier Transform Infrared e técnicas de calibração multivariada. Este tipo de equipamentos são 

muito utilizados na indústria de produtos lácteos, uma vez que permitem uma análise rápida, barata 

e muito completa de uma amostra em relação aos métodos clássicos de análise para os parâmetros:  
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gordura (% m/m), lactose (% m/m), hidratos de carbono (% m/m), proteína (% m/m), extrato seco 

desengordurado (E.S.D) (% m/m) e índice crioscópico (ºC). 23  

 
 

1.7.1. Espetroscopia FTIR 

 

A técnica de espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) tem 

diversas aplicações que vão desde a análise de pequenas moléculas à análise de células e tecidos, 

sendo uma das principias aplicações o estudo estrutural de proteínas. Trata-se de um método de 

análise indireto que requer uma calibração prévia com amostras dos produtos a serem analisados. 24 

Esta técnica tem sido muito desenvolvida ao longos dos últimos anos e surgiram vários equipamentos 

que a utilizam e a aplicam à indústria alimentar, como é o caso do MilkoScan FT3 da FOSS.   

Uma fonte de luz emite radiação policromática abrangendo a gama de comprimentos de onda 

a serem medidos, neste caso, na região do infravermelho (IV) médio, que é dirigida para um 

dispositivo chamado interferómetro, característico da técnica FTIR. O feixe de luz, modificado pelo 

interferómetro, passa através da amostra e ocorre absorção que é detetada dando origem a um 

interferograma. Este é processado computacionalmente através do modelo matemático 

correspondente à Transformada de Fourier, de forma a originar um espetro que será usado para o 

tratamento quimiométrico dos dados. Assim, é gerado um espetro com base na absorção que ocorre 

nos diferentes comprimentos de onda (Figura 8). 25 

 

Figura 7. Esquema ilustrativo do mecanismo de funcionamento da técnica de espetroscopia de 

FTIR. 25 

 

A transformada de Fourier permite decompor o interferograma dividindo-o numa soma de 

funções seno. Cada função seno é definida por dois valores: a frequência e a amplitude (intensidade). 

Assim, cada função irá representar uma determinada onda que se encontra representada no espectro. 
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O espetro de infravermelho obtido através do espetrofotómetro de FTIR abrange a região de 

infravermelho médio entre 4000 e 400 cm-1.  

A região do infravermelho pode dividir-se em três zonas distintas: a região do infravermelho 

próximo ou NIR (near infra-red), que abrange a faixa de 12500 a 4000 cm-1, a região média, também 

chamada de MIR (mid infra-red), que vai de 4000 a 1000 cm-1 e, por fim, a região do infravermelho 

alto ou FIR (far infra-red) correspondendo à região dos 1000 a 400 cm-1. 26 

A região do infravermelho médio é a mais utilizada para este tipo de tecnologia, uma vez 

que é nesta faixa de comprimentos de onda que ocorrem as transições e mudanças de estado 

vibracional de muitos grupos funcionais. Portanto, as bandas que surgem nesta zona identificam 

grupos funcionais específicos. 

A gordura, proteínas e hidratos de carbono dão origem a sinais em regiões diferentes do 

espetro, o que permite a sua identificação de forma mais facilitada. 27,28 

A análise do leite recorrendo à técnica espetroscópica do infravermelho, baseia-se na 

absorção da radiação através de movimentos rotacionais e vibracionais de grupos moleculares que 

constituem a estrutura das macromoléculas, permitindo assim, a sua identificação. Na espectroscopia 

do IV existem duas vibrações fundamentais possíveis, a elongação e a flexão. A elongação acontece 

quando há um alinhamento dos átomos de uma molécula sobre o mesmo eixo da ligação, mas 

permitindo oscilações na distância entre eles (podendo diminuir ou aumentar esta distância). Por 

outro lado, a flexão ocorre quando há alterações de posição dos átomos relativamente ao eixo de 

ligação. A vibração de flexão necessita de menos energia em relação ao alongamento. 

No espetro de uma amostra de leite são observadas quer vibrações de elongação, quer de 

flexão, consoante o macronutriente que estamos a analisar.  
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Figura 8. Espetro de infravermelho de uma amostra de leite obtido através de FTIR. 29 

 

Nos espectros de infravermelho, os hidratos de carbono são geralmente reconhecidos através 

da banda atribuída a vibrações do grupo hidroxilo (OH) das bandas da lactose, que ocorre a 1045 

cm− 1, da elongação C-O, C-C e C-H a 1157 cm− 1 e da elongação C-O-C a 1250 cm− 1. Os lípidos são 

geralmente identificados através das vibrações de elongação dos grupos carbonilo (C = O) dos 

triglicerídeos que absorvem na zona dos 1743 cm− 1 e das elongações C-H dos grupos -CH3 e -CH2 a 

2862 cm− 1 e na elongação a 2927 cm− 1. 29,30 

No caso das proteínas, as diferentes combinações de vibrações das ligações peptídicas 

resultam em bandas de absorção com características diferentes para cada componente. A amida I 

(elongação C = O) encontra-se na faixa entre 1600 cm- 1 e 1700 cm-1, enquanto a amida II (elongação 

C-N e N-N) se encontra na faixa entre 1550 cm-1 e 1570 cm-1. Estas bandas são de grande importância 

para a análise de proteínas pelo método da espectroscopia no infravermelho. 29 

A identificação dos picos dos principais constituintes do leite permite analisar as suas 

alterações quer ao longo do processo industrial, quer possíveis adulterações que possam acontecer 

após a ordenha. A análise através desta tecnologia é muito consistente e permite estudar a estabilidade 

de uma amostra ao longo do tempo, sem que se verifiquem diferenças significativas nos espetros 

obtidos. 31 

A utilização da análise FTIR apresenta diversas vantagens, entre elas, a análise em segundos 

de vários parâmetros em simultâneo, oferecendo uma visão geral do estado da amostra, permitindo 
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uma melhor tomada de decisão durante os processos de produção de alimentos, particularmente no 

leite e no vinho. Outras grandes vantagens consistem em requer pouca ou nenhuma preparação prévia 

das amostras, não ser um método destrutivo e, uma vez calibrado, não requerer um utilizador com 

conhecimento da técnica, uma vez que é uma análise “automática”.26,27 

Para que a análise de amostras seja vantajosa e eficiente, os equipamentos que têm esta 

tecnologia têm de ser preparados e calibrados para corresponderem às características e 

especificidades dos produtos a serem analisados.  

Na Lactogal, o equipamento que utiliza a técnica espectroscópica FTIR, é o MilkoScan, em 

particular o modelo mais recente da FOSS Analytical - MilkoScan FT3. Este equipamento tem 

integrado no seu software dois modelos de calibração baseados na a regressão dos mínimos 

quadrados parciais – PLS. A combinação de FTIR com o método PLS permite que sejam 

desenvolvidos modelos de calibração adequados para a análise de diferentes tipos de amostras, 

permitindo, também, ajustes a esses mesmos modelos de forma que a análise das amostras alvo seja 

ainda mais rigorosa e indicada ao tipo de amostra em estudo. 31 

Através da combinação da análise espectroscópica de FTIR com o tratamento matemático 

PLS, consegue-se obter de forma muito rápida os resultados correspondentes às análises de várias 

amostras para um grande número de parâmetros. 

 

 

1.7.2. REGRESSÃO POR MÍNIMOS QUADRADOS PARCIAIS 

(PLS) 
 

 

Os métodos de regressão são utilizados quando existem dois tipos de variáveis, as variáveis 

preditoras e as variáveis resposta. No caso da calibração multivariada, as variáveis conhecidas, 

preditoras, são as absorvâncias a vários comprimentos de onda (os espectros das amostras, ou 

determinadas zonas dos espectros). Um dos métodos de regressão mais utilizados na área da 

quimiometria é a regressão por mínimos quadrados parciais – PLS – Partial Least Squares 

Regression. 32 No modelo PLS é escolhido um conjunto de variáveis latentes, combinações lineares 

das variáveis preditoras originais, que melhor se correlacionam com os parâmetros a ser 

determinados.33 Assim, a concentração de um determinado parâmetro é expressa em função das 

variáveis latentes, sendo que estas são calculadas através das absorvâncias. Os modelos de PLS são 

desenvolvidos com recurso a muitas amostras de concentração conhecida. As análises multivariadas 

permitem prever as concentrações de vários componentes numa amostra, mesmo na presença de 

interferentes, desde que esses interferentes estejam presentes no conjunto de amostras usado para 

fazer a calibração espectral (calibração por PLS).  
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Equipamento 
 

O equipamento utilizado para este trabalho foi o MilkoScan FT3, da FOSS Analytical, que 

utiliza a técnica espectroscópica FTIR para analisar as amostras e o método de calibração PLS. A 

amostra de leite (cerca de 10 mL) é colocada num copo onde é introduzida a pipeta do equipamento, 

através da qual é bombeada uma porção de leite para a célula de FTIR. Entre amostras, a célula é 

lavada com um líquido de lavagem fornecido pela FOSS Analytical que está contido num recipiente 

dentro do equipamento, conforme se pode ver na Figura 9. Dentro do equipamento existe também 

uma solução para o ajuste automático do zero que está programado para ser feito de 4h em 4h. A 

análise de cada amostra demora cerca de 30 segundos e fornece os resultados por parâmetro. 

 

 

Figura 9. Equipamento MilkoScan FT3, da FOSS Analytical. 1. Líquido de lavagem “clean”; 2- Líquido 

zero; 3- Pipeta 

 

 

Os modelos de PLS adequados à análise de FTIR através do MilkoScan FT3 foram 

desenvolvidos e patenteados pela FOSS Analytical e não permitem a sua consulta ou alteração. Para 

o leite, estão disponíveis dois modelos de predição – Modelo 1 e o Modelo 2. Segundo a indicação 

do fabricante, o “Modelo 1” deve ser utilizado em leites sem ingredientes “leite simples” e o “Modelo 

2” em leites compostos que tenham adição de ingredientes como chocolate, cereais, cálcio, etc. 

Uma vez que as amostras de calibração que foram usadas para o desenvolvimento destes 

modelos de calibração espectral poderão não incluir todas as variações de composição encontradas 

nas amostras a analisar, é preciso avaliar se há necessidade de realizar ajustes à calibração de base 

do equipamento. Para isso, é necessário ter várias amostras de concentração conhecida para cada tipo 

de leite que irão integrar um conjunto de amostras de ajuste da calibração – calibration sample set – 

e permitir o ajuste da calibração de base. 
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2.2. Preparação de amostras 
 

Neste trabalho foram analisados 25 tipos de leite – simples, especial e composto - que 

diferem na composição da sua matriz (Tabela 7). Para cada tipo de leite foram preparadas 6 amostras 

padrão de diferentes lotes, fazendo um total de 150 amostras analisadas. Cada conjunto de 6 amostras 

subdivide-se em dois grupos distintos, 3 amostras correspondem a leite UHT embalado (produto 

acabado) e 3 amostras correspondem a leite termizado, ou seja, leite após a padronização, 

ingredientação (caso se aplique) e o primeiro tratamento térmico. 

A preparação de amostras padrão foi feita segundo a metodologia implementada na empresa, 

com recurso a um conservante recomendado para leites, a azida de sódio. Prepara-se 1L do leite que 

se pretende analisar, junta-se 3 pastilhas de azida de sódio (1 pastilha de azida de sódio contém 8 

mg) e homogeneíza-se durante 15 min. Após a homogeneização, a amostra é dividida em alíquotas 

individuais que são congeladas -18ºC. 

 

Tabela 7. Descrição e identificação de todos os tipos de leite utilizados para preparar as 150 amostras. 

 

TIPO DE LEITE DESCRIÇÃO 

Standard - Meio Gordo, Magro e 

Gordo 
Leite magro/meio gordo/gordo sem ingredientes 

Selecionado - Meio Gordo e Magro Leite selecionado sem ingredientes 

Biológico Meio Gordo Leite biológico meio gordo sem ingredientes 

Sem Lactose – Magro e Meio Gordo Leite magro/meio gordo sem lactose sem adição de ingredientes 

Sem Lactose Infantil Leite sem lactose com adição de vitaminas e minerais 

Selecionado Leve Leite selecionado magro com redução do teor de lactose 

Cálcio – Meio Gordo E Magro Leite magro/meio gordo enriquecido em cálcio 

Crescimento 3+ Leite enriquecido em cálcio, vitaminas e minerais 

Crescimento 1-3 Anos 
Bebida láctea enriquecida com vitaminas, minerais e óleos 

vegetais 

Leite E Amêndoa Leite magro sem lactose com adição de amêndoa 

Leite E Aveia Leite magro sem lactose com adição de aveia 

Leite Aromatizado (Morango, 

Banana-Pera ou Cereais) 

Leite meio gordo aromatizado com morango, cereais ou banana-

pera 

Chocolate Magro Leite magro com adição de chocolate 

Chocolate Meio Gordo Leite meio gordo com adição de chocolate 

Chocolate Sem Lactose Leite meio gordo sem lactose com adição de chocolate 

Chocolate Infantil Leite meio gordo com adição de chocolate, vitaminas e minerais 

Batido de Cacau Leite meio gordo com adição de chocolate 

Chocolate Proteína 
Leite magro, sem lactose, com elevado teor de proteína e adição 

de chocolate 
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2.3. Análise de amostras para ajuste à calibração 
 

A análise das amostras foi feita através de dois métodos distintos para cada um dos 

parâmetros em estudo, nomeadamente, gordura, proteína, lactose, hidratos de carbono e extrato seco 

desengordurado (% m/m). Nos leites simples, a lactose é o principal hidrato de carbono e por esse 

motivo, a análise dos hidratos de carbono é expressa como sendo lactose. No que respeita aos 

restantes leites em que a composição de hidratos de carbono é mais variada, nomeadamente nos leites 

sem lactose ou leites com adição de açúcar, este parâmetro é expresso em hidratos de carbono.  

Cada amostra foi analisada pelo método de referência - realizado seguindo as normas 

portuguesas e/ou a ISO – e pelo método de análise rápida (FTIR), no equipamento MilkoScan FT3. 

Cada amostra preparada foi subdividida em alíquotas, para que uma dessas alíquotas fosse 

analisada no MilkoScan FT3 e outra fosse enviada para o Laboratório Central da Lactogal para ser 

analisada através dos métodos de referência.  

As análises através dos métodos de referência utilizam técnicas clássicas que se encontram 

regulamentadas e descritas em Normas Portuguesas, ISO ou em procedimentos internos certificados 

da empresa. A determinação da gordura é realizada através da Técnica de Gerber, descrita na NP – 

469 (2002). A proteína é quantificada através do método de mineralização em bloco descrita na 

norma ISO 8968 | FIL 20 (2001). O extrato seco desengordurado é determinado seguindo a norma 

ISO 6731 | FIL 21 (2010) e a determinação da lactose e dos hidratos de carbono segue um 

procedimento interno da empresa.  É através da análise pelo método de referência que se obtém o 

valor de referência para cada parâmetro de cada amostra.  

 

2.4. Ajustes à calibração 

 

As amostras anteriormente preparadas foram analisadas no MilkoScan FT3.  

Para a realização dos ajustes é necessário criar conjuntos de amostras para cada calibração, 

sample sets, que contêm amostras padrão de concentração conhecida, preparadas anteriormente. O 

equipamento, tendo os espectros das amostras, a calibração espectral de base e o valor de referência 

introduzido, irá fazer ajustes ajustar à calibração de forma que os valores previstos se aproximem 

dos valores de referência. Inicialmente o declive e ordenada na origem são 1 e 0, respetivamente, 

sofrendo alteração após estes ajustes à calibração.  

Desta forma, foi necessário avaliar todas as 150 amostras para perceber quais as que se 

podiam agrupar num só ajuste à calibração. Para isso, os valores previstos pelo equipamento foram 

comparados com os valores do método de referência, e foi feita uma análise comparativa dos valores 

do parâmetro Global H (GH) calculados pelo software do equipamento, para cada amostra. Este 
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parâmetro está relacionado com a distância Mahalanobis e o seu valor indica a presença de amostras 

anómalas (outliers) e evidencia a diferença espectral que há entre cada amostra e as restantes 

amostras dos diferentes tipos de leite. 34 

Para cada parâmetro foram agrupados diferentes tipos de leite e cada um destes 

“agrupamentos” resultou num ajuste à calibração, tendo por base o comportamento da amostra no 

equipamento e a sua formulação, tendo ficado organizados como descrito na Tabela 8.  

O MilkoScan FT3 está preparado para analisar vários tipos de produtos através da criação de 

“programas” que correspondem a grupos de produtos que partilham o mesmo modelo de PLS e os 

mesmos ajustes de calibração para cada parâmetro. 

Na Tabela 7, apresentam-se todos os programas criados para os diversos tipos de leite em 

estudo, mas para uma melhor compreensão da Tabela, a organização dos programas 1 e 2 é explicada 

mais detalhadamente. No programa “1.Leite” agruparam-se os tipos de leite indicados na última 

coluna e o modelo PLS utilizado para cada parâmetro está indicado na coluna 3. Todos os leites 

indicados na última coluna, partilham o mesmo ajuste à calibração para os parâmetros gordura, 

proteína e E.S.D. No entanto, no que se refere ao parâmetro lactose /hidratos de carbono, este grupo 

foi subdividido em dois subgrupos. Os leites simples (leite standard, selecionado e biológico) 

partilham o mesmo ajuste à calibração para o parâmetro lactose, enquanto os leites compostos 

(cálcio, e crescimentos) partilham o mesmo ajuste para os hidratos de carbono.  

Para o programa “2. Sem Lactose” os leites sem lactose magro/meio gordo/infantil e leite 

selecionado leve partilham o mesmo ajuste para os parâmetros proteína, hidratos de carbono e E.S.D, 

enquanto para a gordura, há uma divisão destes grupos, criando um subprograma “2.1. Sem lactose” 

para o agrupamento de leite sem lactose magro/meio gordo/infantil e outro subprograma “3. Leve” 

para o leite selecionado leve. É de referir que o leite selecionado leve tem uma redução do teor de 

lactose em relação a um leite standard, mas não é considerado um leite sem lactose.  

Para verificação dos ajustes à calibração usaram-se os parâmetros: coeficiente de correlação 

(R) entre os valores previstos e os valores de referência dos diversos parâmetros, o qual deve ser 

superior a 0,95, segundo o critério estabelecido na empresa, a média dos valores absolutos dos erros 

de previsão para comparação com os limites admissíveis, e ainda a raiz quadrada do erro quadrático 

médio de previsão, RMSEP. O erro de previsão corresponde à diferença entre os valores previstos 

obtidos pelo equipamento com a calibração ajustada e os valores obtidos pelo método de referência. 

O RMSEP é dado pela equação 1, onde yi corresponde ao valor obtido pelo equipamento, �̂�𝑖 

ao valor de referência e n ao número total de amostras. 

 

𝑅𝑀𝑆𝐸𝑃 = √
∑ (𝑦𝑖−�̂�𝑖)2𝑛

𝑖=1

𝑛
                                               (equação 1) 
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Tabela 8. Organização dos programas representativos de cada ajuste realizado à calibração, modelo utilizado 

para cada parâmetro e tipos de leite agrupados. 

PROGRAMAS PARÂMETRO 
MODELO DE 

PREDIÇÃO 
TIPO DE LEITE 

1. LEITE 

Gordura 2 
Leite Standard (meio 

gordo/magro/gordo); 

Selecionado (meio gordo e magro); 

Biológico meio gordo; 

Cálcio (meio gordo/magro);  

Crescimento 3+; 

Crescimento 1-3 anos; 

Proteína 1 

ESD 2 

Lactose 1 

Leite Standard (meio 

gordo/magro/gordo); 

Selecionado (meio gordo e magro); 

Biológico meio gordo; 

Hidratos de Carbono 1 

Cálcio (meio gordo/magro);  

Crescimento 3+; 

Crescimento 1-3 anos; 

2. SEM LACTOSE 

Proteína 1 Sem lactose meio gordo/magro 

Sem lactose infantil 
Selecionado Leve 

Hidratos de Carbono 1 

ESD 1 

2.1. SEM LACTOSE Gordura 1 
Sem lactose meio gordo/magro 

Sem lactose infantil 

3. LEVE Gordura 1 Selecionado leve 

4. AMÊNDOA 

Gordura 2 

Leite e Amêndoa 
Proteína 1 

Hidratos de Carbono 1 

ESD 2 

5. AVEIA 

Gordura 2 

Leite e Aveia 
Proteína 1 

Hidratos de Carbono 1 

ESD 2 

6. CEREAIS 

Gordura 1 

Leite Cereais 
Proteína 1 

Hidratos de Carbono 1 

ESD 2 

7. MORANGO 

Gordura 1 

Leite Morango 
Proteína 1 

Hidratos de Carbono 1 

ESD 2 

8. BANANA-PERA 

Gordura 2 

Leite Banana-Pera 
Proteína 1 

Hidratos de Carbono 1 

ESD 2 

9. CHOCOLATES 

Gordura 2 Chocolate magro 

Chocolate meio gordo 
Chocolate infantil 

Chocolate sem lactose 

Batido de cacau 

Proteína 2 

Hidratos de Carbono 1 

ESD 2 

9.1. CHOCOLATE Gordura 2 

Chocolate magro 

Chocolate meio gordo 
Chocolate infantil 

Batido de cacau 

10. CHOCO SEM LACTOSE Gordura 2 Chocolate sem lactose 

11. CHOCOLATE PROTEINA 

Gordura 2 

Chocolate Proteína 
Proteína 1 

Hidratos de Carbono 1 

ESD 2 
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2.5. Validação do método com um conjunto independente de amostras 

 

Após a criação dos programas para a análise dos diversos tipos de leite, os métodos foram 

validados usando um novo conjunto de 13 amostras independentes das usadas no ajuste à calibração, 

de concentração conhecida, as quais foram analisadas durante 10 dias consecutivos em duplicado. 

 

2.5.1. Precisão 
 

No que respeita à precisão há que distinguir a repetibilidade da reprodutibilidade. A 

repetibilidade corresponde à concordância de resultados obtidos no mesmo dia nas mesmas 

condições de análise de amostras. A repetibilidade é uma medida da variabilidade dos resultados das 

réplicas intra-análise. Por outro lado, a reprodutibilidade descreve a variabilidade dos resultados 

entre diferentes laboratórios, cobrindo uma grande variedade de condições. 35 

A reprodutibilidade intermédia é um conceito intermédio que dá uma estimativa da variação 

dos resultados quando as medições são realizadas num único laboratório, mas sob condições 

variáveis.  

Os desvios padrão da repetibilidade e da precisão intermédia foram determinados seguindo 

as indicações da EURACHEM através de uma análise de variância de fator único (ANOVA) a qual 

permite separar fontes de variância entre dias e dentro do mesmo dia. A ANOVA de fator único foi 

aplicada aos resultados dos duplicados das amostras de validação obtidos em 10 dias diferentes 

usando a ferramenta de análise de dados do Excel, em que a tabela ANOVA tem a seguinte 

configuração: 35 

 

Tabela 9. Tabela ANOVA obtida na análise de dados do Excel. 

 

 

 

O desvio padrão da repetibilidade, Sr, é dado pela equação 2, onde MQdentro de grupos corresponde à 

variância dentro de grupos. 

 

𝑆𝑟 =  √𝑀𝑄𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜𝑠                                              (equação 2) 

 

 



25 

 

A contribuição do fator de agrupamento (dia de análise), Si, para a variância total é obtida 

pela equação 3, onde MQentre grupos corresponde à variância entre grupos e n ao número de réplicas 

da análise por dia. 

 

𝑆𝑖 = √
𝑀𝑄𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜𝑠 − 𝑀𝑄𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜𝑠 

𝑛
                                   (equação 3) 

 

O desvio padrão da precisão intermédia, SI , é dado pela equação 4.  

 

𝑆𝐼 = √  𝑆𝑟
2  +  𝑆𝑖

2                                                            (equação 4) 

 

 

 

 

2.5.2. Exatidão 
 

A exatidão foi determinada através da análise do erro do valor previsto pelo equipamento 

para cada parâmetro em cada amostra, sendo o erro calculado em relação ao valor de referência 

(concentração calculada pelo equipamento menos concentração de referência).  

Para além do conjunto de amostras de validação acima referidas, foi analisado um novo 

conjunto de amostras externas de leite simples meio gordo, magro e gordo, enviadas pelo Laboratório 

Central da Lactogal para que fossem analisadas nos diversos equipamentos FTIR das várias unidades 

fabris do grupo. A exatidão dos valores previstos por análise no MilkoScan FT3, para os diversos 

parâmetros analisados nas amostras, foi avaliada não apenas através da média dos valores absolutos 

dos erros, ou seja, das diferenças entre o valor previsto pelo equipamento e o valor de referência, por 

comparação com o máximo admissível na empresa, mas também por aplicação de um teste t 

emparelhado para comparação dos valores obtidos pelos dois métodos (FTIR e método de referência) 

nas várias amostras. O t experimental é dado pela equação 5, onde n representa o número total de 

amostras e a média e o desvio padrão das diferenças entre o valor obtido e o valor de referência.35  

 

𝑡𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 = 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝑑𝑖𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛ç𝑎𝑠 ×  
√𝑛

𝑑𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜 𝑑𝑎𝑠 𝑑𝑖𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛ç𝑎𝑠
          (equação 5) 

 

 

Este valor t experimental é comparado com o valor crítico, tabelado, para 95% de confiança. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A validação do método foi realizada para os 11 ajustes à calibração, contemplando os 25 

tipos de leite analisados (Tabela 7). 

 

3.1. Verificação dos ajustes à calibração  
 

 

Após a escolha das amostras que integram cada ajuste da calibração, o equipamento 

apresenta, no eixo xx, o valor previsto pelo software para cada amostra, tendo por base a calibração 

já ajustada, no eixo dos yy, o valor de referência, inserido manualmente e calculado pelas técnicas 

clássicas. Este formato está de acordo com o estabelecido na norma ISO 9622 (2013) para este tipo 

de métodos de análise.  De forma a avaliar a correlação entre os valores previstos pelo equipamento 

com a calibração ajustada e os valores de referência, foram extraídos os valores do equipamento para 

que se pudessem construir os gráficos no Excel, para os vários parâmetros dos programas “1. Leite” 

(Figura 10) e “2. Sem Lactose” (Figura 11). As retas que relacionam o valor de referência e os valores 

previstos com a calibração ajustada destes dois programas, apresentadas neste capítulo, são apenas 

exemplificativas do que seriam as retas obtidas para cada um dos programas realizados.  

Na empresa é analisado o coeficiente de correlação entre os valores de referência e os valores 

previstos pelo equipamento, sendo o valor mínimo aceite de 0,95, não sendo este um critério 

eliminatório para aceitação da reta. Deverá ter-se em conta outros critérios como   a média dos valores 

absolutos do erro de previsão e a raiz quadrada do erro quadrático médio de previsão, RMSEP. 36 
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Figura 10. Relação entre os valores previstos obtidos pelo equipamento e os valores de referência para cada 

amostra analisada que integra o programa “1.Leite”. No eixo das ordenadas está representado o valor de 

referência de cada amostra e no eixo das abcissas está representado o valor previsto pelo equipamento com a 

calibração ajustada. 
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Figura 11. Relação entre os valores previstos obtidos pelo equipamento e os valores de referência para cada 

amostra analisada que integra o programa “2. Sem Lactose”. No eixo das ordenadas está representado o valor 

de referência de cada amostra e no eixo das abcissas está representado o valor previsto pelo equipamento com 

a calibração ajustada. 
 
 

Foram escolhidos os programas “1.Leite” e “2. Sem lactose” por contemplarem tipos de leite 

com matrizes diferentes.  

Para o programa calibração “1. Leite” obtiveram-se as retas representadas na Figura 10. Pela 

análise dos coeficientes de correlação obtidos, verifica-se que para o parâmetro gordura, proteína e 

hidratos de carbono as retas apresentadas cumprem o critério de validação estabelecido na empresa, 

apresentando coeficientes de correlação superiores a 0,95. Para os parâmetros lactose e E.S.D o 

coeficiente de correlação é inferior a 0,95, o que poderá ser devido à amplitude de concentrações 

utilizadas para o ajuste à calibração ser muito baixa. 

As retas traçadas para o programa “2.Sem Lactose”, apresentadas na Figura 11, mostram que 

apenas para o parâmetro gordura se obteve um coeficiente de correlação superior a 0,95, o que poderá 

indicar que a matriz do leite sem lactose é bastante diferente da matriz dos leites para os quais terá 

sido realizada a calibração espectral do equipamento. Além disso, a amplitude de concentrações para 

os vários parâmetros é muito reduzida, o que irá comprometer a boa correlação das retas.  

Para além dos coeficientes de correlação, outro dos critérios para validar a reta de calibração 

corresponde à análise do valor absoluto do erro de previsão e da respetiva média. A média dos valores 

absolutos do erro de previsão está apresentada na Tabela 10 para os programas “1.Leite” e “2.Sem 

Lactose” e deve estar dentro do critério do erro admissível permitido, estabelecido na empresa, que 
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corresponde a  0,07 para a gordura, 0,10 para a proteína e 0,20 para os hidratos de carbono/lactose e 

para o extrato seco desengordurado. 

  

 

Tabela 10. Média dos valores absolutos do erro de previsão, coeficientes de correlação e RMSEP para as 

amostras usadas no ajuste à calibração do programa “1.Leite”. 

 

Programa Parâmetro 
Médias dos valores absolutos 

do erro de previsão 

Coeficiente de 

correlação (r) 
RMSEP 

1. LEITE 

Gordura 0,05 0,999 0,0014 

Proteína 0,05 0,966 0,0707 

Hidratos de Carbono 0,07 0,985 0,0128 

Lactose 0,05 0,879 0,0019 

E.S.D 0,08 0,819 0,0014 

2. SEM 

LACTOSE 

Gordura 0,04 0,996 0,0138 

Proteína 0,06 0,828 0,0783 

Hidratos de Carbono 0,06 0,707 0,0194 

E.S.D. 0,07 0,844 0,0542 

 

 

Analisando as médias dos valores absolutos do erro de previsão obtidas para cada um dos 

parâmetros em estudo, verifica-se que em ambos os programas analisados foi cumprido o critério de 

erro admissível estabelecido na empresa, o que permitirá a validação destes resultados. 

 

 

 

3.2. Validação dos programas com amostras independentes 
 

Por cada programa foi preparada uma amostra representativa do conjunto de amostras 

utilizado na calibração, com a exceção do programa “1.Leite” em que foi utilizada mais do que uma 

amostra de validação. O conjunto de amostras do programa “1.Leite” tem vários tipos de leite com 

diferentes matrizes e gamas de valores, especialmente para o parâmetro gordura e, por isso, foram 

escolhidas 3 amostras para representar e validar esse ajuste à calibração. A lista de amostras 

escolhidas para esta validação está apresentada na Tabela 11. 
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Tabela 11. Amostras de controlo e respetiva descrição. 

 

PROGRAMA AMOSTRA DESCRIÇÃO DA AMOSTRA 

1. LEITE 

1 Leite meio gordo sem ingredientes 

2 
Bebida láctea enriquecida com vitaminas, minerais e 

óleos vegetais 

3 Leite magro enriquecido em cálcio 

2. SEM LACTOSE 4 
Leite meio gordo sem lactose sem adição de 

ingredientes 

3. LEVE 5 
Leite selecionado magro com redução do teor de 

lactose 

4. AMÊNDOA 6 Leite magro sem lactose com adição de amêndoa 

5. AVEIA 7 Leite magro sem lactose com adição de aveia 

6. CEREAIS 8 Leite meio gordo aromatizado com cereais 

7. MORANGO 9 Leite meio gordo aromatizado com morango 

8. BANANA-PERA 10 Leite meio gordo aromatizado com banana-pera 

9. CHOCOLATE SEM 

LACTOSE 
11 

Leite meio gordo sem lactose com adição de 

chocolate 

10. CHOCOLATE 

AJUSTADO 
12 Leite meio gordo com adição de chocolate 

11. CHOCOLATE 

PROTEÍNA 
13 

Leite magro, sem lactose, com elevado teor de 

proteína e adição de chocolate 

 

 

3.2.1. Precisão 

 

   A precisão das análises dos vários parâmetros no MilkoScan FT3 foi verificada através da 

análise de variâncias, tendo-se verificado que a variância entre grupos não é significativamente 

diferente da variância dentro dos grupos (com 95% de confiança). Na Tabela 12 apresentam-se os 

valores obtidos para o desvio padrão da repetibilidade e da precisão intermédia para todas as amostras 

de validação usadas, representativas de todos os programas existentes. Ao analisar os valores 

apresentados, pode-se concluir que os desvios padrão são bastante baixos, o que mostra que a análise 

da mesma amostra ao longo de vários dias dá resultados muito concordantes entre si. Assim, podemos 

concluir que há uma grande estabilidade no método, e consequentemente, nos resultados obtidos. 

A título de exemplo, e de acordo com os resultados já apresentados, apresentam-se as carta 

de controlo para cada um dos parâmetros com a representação do erro das médias dos duplicados 
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obtidos durante 10 dias consecutivos, para a amostra 1 de validação (leite meio gordo) representativa 

do programa “1.Leite” (Figura 12). Nas cartas de controlo, a linha central (linha cinza) representa a 

média do erro, estando também marcada a linha correspondente a erro zero (linha laranja). Estas 

cartas permitem analisar não apenas a precisão mas também a exatidão. 

Ao analisar estas cartas de controlo (Figura 12) verifica-se que o método de análise a que corresponde 

o programa “1.Leite” está sob controle estatístico para todos os parâmetros visto que todos os valores 

se encontram dentro dos limites m±2s, onde m representa a média dos erros de previsão das 

determinações. Para a gordura, proteína e E.S.D observa-se um ligeiro desvio deste erro em relação 

ao zero, não sendo significativo, uma vez que se encontra abaixo do erro admissível aceitável 

estabelecido pela empresa, sendo esse erro para a gordura ± 0,07, para a proteína ±0,10 e para os 

hidratos de carbono/lactose e extrato seco desengordurado ±0,20 %m/m. Uma análise mais detalhada 

da exatidão dos valores previstos para todas as amostras é feita no subcapítulo 3.2.2.  

 

Figura 12 Cartas de controlo de cada parâmetro em estudo para o programa “1.Leite”. Estas cartas de controlo 

foram realizadas recorrendo à análise de duplicados de uma amostra de validação com concentração conhecida. 

Encontra-se representado o erro de previsão das médias dos duplicados obtidos durante 10 dias. 
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Tabela 12. Valores de referência, média dos valores previstos e estudo da precisão para todas as amostras de validação representativas de todos os programas.  Avaliação 

da repetibilidade, reprodutibilidade e precisão intermédia.  

PROGRAMA AMOSTRA PARÂMETRO 
VALOR PREVISTO 

a
 

(% M/M) 

VALOR DE 

REFERÊNCIA 

(% M/M) 

REPETIBILIDADE 

SR 

PRECISÃO 

INTERMÉDIA 

SI 

1. LEITE 

1 

Gordura 1,61 1,60 0,0105 0,0144 

Proteína 3,45 3,48 0,0063 0,0066 

Lactose/Hidratos de 

Carbono 
4,97 4,97 0,0077 0,0098 

E.S.D. 9,08 9,09 0,0105 0,0127 

2 

Gordura 3,03 3,03 0,0141 0,0151 

Proteína 2,56 2,52 0,0059 0,0051 

Hidratos de Carbono 5,96 5,97 0,0097 0,0097 

E.S.D. 9,25 9,09 0,0087 0,0089 

3 

Gordura 0,13 0,09 0,0116 0,0124 

Proteína 3,45 3,39 0,0039 0,0076 

Hidratos de Carbono 5,02 5,04 0,0081 0,0089 

E.S.D. 9,31 9,27 0,0122 0,0144 

2. SEM LACTOSE 4 

Gordura 1,74 1,67 0,0067 0,0076 

Proteína 3,42 3,35 0,0105 0,0124 

Hidratos de Carbono 4,98 4,86 0,0050 0,0068 

E.S.D. 9,15 8,99 0,0107 0,0105 

3. LEVE 5 

Gordura 0,12 0,09 0,0055 0,0066 

Proteína 3,52 3,50 0,0109 0,0105 

Hidratos de Carbono 4,86 4,91 0,0045 0,0062 

E.S.D. 9,37 9,20 0,0084 0,0096 

4. AMENDOA 6 

Gordura 0,27 0,29 0,0153 0,0187 

Proteína 3,36 3,42 0,0147 0,0134 

Hidratos de Carbono 6,57 6,45 0,0078 0,0084 

E.S.D. 10,64 10,64 0,0081 0,0074 
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Tabela 12. Continuação. 

5. AVEIA 7 

Gordura 0,17 0,22 0,0063 0,0074 

Proteína 3,50 3,48 0,0067 0,0088 

Hidratos de Carbono 7,64 7,37 0,0063 0,0104 

E.S.D. 11,68 11,63 0,0184 0,0207 

6. CEREIAS 8 

Gordura 1,41 1,38 0,0182 0,0180 

Proteína 3,54 3,45 0,0120 0,0125 

Hidratos de Carbono 8,96 8,91 0,0063 0,0072 

E.S.D. 13,24 13,11 0,0164 0,0195 

7. MORANGO 9 

Gordura 1,16 1,08 0,0114 0,0113 

Proteína 3,43 3,36 < 0,005 b 4,68E-16 

Hidratos de Carbono 7,56 7,54  < 0,005 b 9,36E-16 

E.S.D. 11,79 11,71 < 0,005 b 0,0052 

8. BANANA-PERA 10 

Gordura 1,49 1,47 0,0081 0,0074 

Proteína 3,28 3,27 0,0077 0,0102 

Hidratos de Carbono 7,21 7,19 0,0055 0,0055 

E.S.D. 11,38 11,40 0,0077 0,0132 

9. CHOCOLATE 11 

Gordura 1,10 1,18 0,0071 0,0098 

Proteína 3,62 3,54 0,0067 0,0058 

Hidratos de Carbono 8,03 7,70 0,0134 0,0140 

E.S.D. 12,34 12,05 0,0153 0,0169 

10. CHOCOLATE 

SEM LACTOSE 
12 

Gordura 1,55 1,80 0,0130 0,0139 

Proteína 3,56 3,49 0,0074 0,0072 

Hidratos de Carbono 7,82 8,02 0,0095 0,0103 

E.S.D. 12,90 12,40 0,0136 0,0141 

11. CHOCOLATE 

PROTEINA 
13 

Gordura 0,37 0,42 0,0293 0,0275 

Proteína 8,32 8,35 0,0297 0,0315 

Hidratos de Carbono 5,69 5,39 0,0184 0,0156 

E.S.D. 15,25 15,08 0,0882 0,0833 

a Valor previsto – corresponde à média das medições durante 10 dias para cada parâmetro. 

b Não se observaram diferenças nos valores obtidos até á centésima da percentagem.
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3.2.2. Exatidão 

 

Para cada uma das amostras de validação foi calculado o erro da média das medições 

realizadas durante 10 dias. Estes erros de previsão encontram-se representados na Figura 13, em que 

a linha a laranja corresponde ao erro 0, ou seja, valor igual ao de referência, a linha amarela ao erro 

admissível máximo e a linha a cinza ao erro admissível mínimo aceite para cada parâmetro na 

empresa. Os pontos dispersos correspondem ao erro do valor absoluto previsto, para cada uma das 

13 amostras de validação. A identificação das amostras pode ser feita através do número da amostra 

no gráfico e a respetiva identificação na Tabela 11. 

 

 

Figura 13. Representação gráfica para cada parâmetro das diferentes amostras de controlo para validação de 

cada um dos ajustes realizados à calibração. 

 

 

Pela análise dos gráficos verifica-se que a maioria das amostras se encontram dentro dos 

limites do erro admissível permitido para a validação de resultados. No entanto, os parâmetros 

gordura, hidratos de carbono e extrato seco desengordurado existem 3 amostras que se desviam dos 

limites dos erros admissíveis. Estas amostras apresentam formulações muito diferentes de um leite 

simples, o que irá provocar uma grande diferença espectral e não permite que o equipamento dê uma 

resposta com tanta exatidão. No entanto, estas amostras já mostraram uma grande repetibilidade e 

reprodutibilidade nas suas análises, o que nos indica que tanto a amostra como o método são estáveis.   
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Por este motivo, podemos concluir que as diferenças na composição que estas amostras 

apresentam são significativas e que impedem que o método nos ofereça um melhor desempenho. Os 

ajustes realizados à calibração deveriam contornar o problema das diferenças espectrais existentes 

entre amostras, no entanto, a gama de valores utilizada nos ajustes às calibrações é muito curta nos 

programas que incluem estes leites, o que traz limitações a esta calibração e consequentemente, 

resultados menos bons do que os esperados. 

 

 

3.3. Conjunto de amostras de validação externas 

 

Para além das amostras utilizadas anteriormente, foi realizado um ensaio com amostras de 

validação externas como referido na parte experimental. Este conjunto de amostras é composto por 

6 amostras de leite standard meio gordo, magro e gordo e foram analisadas em duplicado para cada 

parâmetro no programa “1.Leite”. Os resultados obtidos foram comparados com o valor de 

referência, tendo sido calculada a média e o desvio padrão dos erros de previsão.  

Verificou-se que nenhuma das médias do valor absoluto do erro de previsão, em nenhum parâmetro, 

ultrapassou o limite dos erros admissíveis estabelecidos na empresa, anteriormente referenciados. 

Para além desta análise, foi realizado um teste t emparelhado em que se verificou que o valor de t 

experimental é inferior ao valor crítico (2,57), para um nível de significância de 0,05%, para os 

parâmetros hidratos de carbono e E.S.D, o que mostra que não há diferença significativa entre os 

dois métodos. No entanto, para os parâmetros gordura e proteína verifica-se que o valor de t 

experimental é superior ao valor crítico para o mesmo nível de confiança, o que poderá indicar um 

erro sistemático na determinação, mas este erro é inferior ao erro admissível na empresa. 

 
Tabela 13. Resultados dos valores previstos e de referência para os vários parâmetros analisados nas amsotras 

de validação externa - média dos valores absolutos dos erros de previsão, e RMSEP.  

 

Parâmetro 
Método de 

análise 

Amostras 
Média * 

Erro 

admissível 
 RMSEP 

1 2 3 4 5 6 

GORDURA 
Referência 0,11 0,22 1,58 1,79 3,60 3,38 

0,068 0,07 0,167 
MilkoScan FT3 0,08 0,20 1,59 1,83 3,63 3,47 

PROTEÍNA 
Referência 3,45 3,47 3,39 3,38 3,35 3,36 

0,068 0,10 0,167 
MilkoScan FT3 3,42 3,40 3,31 3,31 3,27 3,27 

HIDRATOS DE 

CARBONO 

Referência 5,31 5,31 5,12 5,10 4,92 4,91 
0,087 0,20 0,033 

MilkoScan FT3 5,18 5,17 5,10 5,09 5,02 5,03 

E.S.D 
Referência 9,31 9,27 9,10 9,08 8,98 8,98 

0,058 0,20 0,004 
MilkoScan FT3 9,20 9,20 9,10 9,10 9,05 9,06 

 

*Média do valor absoluto do erro de previsão 
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4. CONCLUSÃO 

 

Em resposta à necessidade de adotar novas técnicas de análise para garantir que todos os 

produtos que chegam ao consumidor cumprem todos os critérios definidos por lei e exigências da 

própria marca, foi instalado e testado o equipamento MilkoScan FT3 na unidade fabril da Tocha da 

Lactogal. A tecnologia de FTIR já estava presente no controlo de qualidade do leite nas várias etapas 

de processamento, mas tratando-se de um novo equipamento foi necessário validar o método e 

otimizá-lo de forma que os seus resultados fossem o mais precisos e exatos possível para auxiliar o 

dia-a-dia da produção. 

O equipamento necessita de um ajuste à calibração de base que foi feita para vários conjuntos 

de leite e, após estes ajustes, foi realizada uma validação com dois conjuntos de amostras 

independentes, sendo um deles constituído por 13 amostras internas representativas dos vários ajustes 

à calibração realizados (programas de análise) e outro por 6 amostras externas ao laboratório enviadas 

pelo Laboratório Central da Lactogal. Para os leites ingredientados com chocolate sem lactose, 

chocolate meio gordo e chocolate proteína, o erro absoluto obtido foi superior aos limites do erro 

admissível estabelecido na empresa para cada um dos parâmetros analisados, possivelmente devido 

à diferença de composição entre estes leites e os leites usados na calibração espetral de base do 

equipamento. As características únicas destes leites tornaram necessário criar vários programas com 

diferentes ajustes à calibração específicos para cada um dos tipos de leites. A reduzida gama de 

concentrações das amostras usadas no ajuste à calibração poderá ter resultado numa calibração que 

conduz ainda a erros elevados. No caso dos leites simples standard, selecionado, biológico com 

diferentes gamas de gordura (magro, meio gordo e gordo) e leites ingredientados com cálcio e 

vitaminas obtiveram-se resultados concordantes com os valores de referência, sendo os erros 

absolutos inferiores aos limites admissíveis estabelecidos na empresa.  

Conclui-se que o equipamento MilkoScan FT3 e o software associado se encontra preparado 

para analisar esta gama de leites mais simples, mas não permite analisar corretamente leites com 

composições mais complexas cujos espetros poderão apresentar mais diferenças em relação aos leites 

utilizados na calibração de base. 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 

 

5. REFERÊNCIAS 
 

1. Lactogal- Produtos Alimentares S.A. Apresentação, Missão e Valores. Disponível em: 

https://www.lactogal.pt/content.aspx?menuid=30. (Acessado a: Maio 2021) 

2. Instituto Nacional de Estatística. Produção de leite (l) por tipo de leite anualmente. 

Disponível em: 

https://www.ine.pt/xportal/xmain?xpid=INE&xpgid=ine_indicadores&indOcorrCod=00009

19&&xlang=pt. (Acessado a: Junho 2021) 

3. Instituto Nacional de Estatística. Consumo humano de leite e produtos lácteos (t) por Tipo 

de leites e produtos lácteos. Disponivel em: 

https://www.ine.pt/xportal/xmain?xpid=INE&xpgid=ine_indicadores&contecto=pi&indOco

rrCod=0000213&selTab=tab0&xlang=pt. (Acessado a: 22 de junho 2021) 

4. Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge. Tabela nutricional de leite. Disponível 

em: : http://www.insa.min-saude.pt/category/areas-de-atuacao/alimentacao-e-

nutricao/(Acessado a: Junho 2021)  

5. Guetouache, M., Guessas, Bettache, Medjekal & Samir. Composition and nutritional value 

of raw milk. Issues Biol. Sci. Pharm. Res. 2, 115–122 (2014). 

6. Simpson, B. K. Food Biochemistry and Food Processing, 2nd edition (2012). 

7. Jenness, R. Composition of Milk. Nutr. Rev. 19, 308–309 (1961). 

8. Belitz, H. D., Grosch, W. & Schieberle, P. Food Chemistry. (Springer, 2009). 

9. Qi, P. X. Studies of casein micelle structure: The past and the present. Dairy Sci. Technol. 

87, 363–383 (2007). 

10. Kwak, H. S., Ganesan, P. & Hong, Y. H. Nutritional benefits in cheese. Cheese Types, Nutr. 

Consum. 267–288 (2011). 

11. MacGibbon, A. K. H. & Taylor, M. W. Composition and structure of bovine milk lipids. 

Adv. Dairy Chem. 2, 1–42 (2009). 

12. Mesgaran, D., Jafarpoor, J. & Mesgaran, D. c r v i h o e f c r v i h o e f. 13, 203–209 (2012). 

13. Enfagrow NeuroPro helps set the stage for long term health in children. Food Navigator. 

(2019). Disponivel em: https://www.foodnavigator-usa.com/Article/2019/06/11/Enfagrow-

NeuroPro-helps-set-the-stage-for-long-term-health-in-children.(Acessado a: Maio 2021) 

14. Bauman, D. E. & Griinari, J. M. Nutritional regulation of milk fat synthesis. Annu. Rev. 

Nutr. 23, 203–227 (2003). 

15. Portaria no 472/1987 de 6 de Junho. Diário da República no 128/1987 - I Série. Ministério da 

Agricultura, Pescas e Alimentação, da Saúde e do Ambiente e Recursos Naturais. Lisboa. 

16. Homogenization of milk and milk products. Disponível em: 

https://www.uoguelph.ca/foodscience/book/export/html/1908. (Acessado a: Maio 2021) 

17. Pedras, M. M., Pinho, C. R. G., Tribst, A. A. L., Franchi, M. A. & Cristianini, M. The effect 

of high pressure homogenization on microorganisms in milk. Int. Food Res. J. 19, 1–5 

(2012). 

18. Raikos, V. Food Hydrocolloids Effect of heat treatment on milk protein functionality at 

emulsion interfaces . A review. Food Hydrocoll. 24, 259–265 (2010). 

19. Changani, S. D., Belmar-Beiny, M. T. & Fryer, P. J. Engineering and chemical factors 

associated with fouling and cleaning in milk processing. Exp. Therm. Fluid Sci. 14, 392–

406 (1997). 

20. Rankin, S. A., Christiansen, A., Lee, W., Banavara, D. S. & Lopez-Hernandez, A. Invited 

review: The application of alkaline phosphatase assays for the validation of milk product 

pasteurization. J. Dairy Sci. 93, 5538–5551 (2010). 

21. Bu, G., Luo, Y., Chen, F., Liu, K. & Zhu, T. Milk processing as a tool to reduce cow’s milk 

allergenicity: A mini-review. Dairy Sci. Technol. 93, 211–223 (2013). 

22. International Dairy Federation. Lactic acid. 2007 (2007). Disponível em: https://fil-idf.org/. 

(Accessado a: Junho 2021) 

23. Kučević, D. S. et al. Validation and application of FTIR spectroscopy in raw milk analysis. 



38 

 

Acta Period. Technol. 48, 167–175 (2017). 

24. Souhassou, S., Bassbasi, M., Hirri, A., Kzaiber, F. & Oussama, A. Evaluation of Milkoscan 

FT2 Milk Analyzer for Determining the Freezing Point of Cow Milk under Different 

Analytical Conditions. Int. J. Chem. Mater. Environ. Res. 5, 165–172 (2018). 

25. Berthomieu, C. & Hienerwadel, R. Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy. 

Photosynth. Res. 101, 157–170 (2009). 

26. Mohamed, M. A., Jaafar, J., Ismail, A. F., Othman, M. H. D. & Rahman, M. A. Fourier 

Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy. Membrane Characterization (Elsevier B.V., 

2017). doi:10.1016/B978-0-444-63776-5.00001-2 

27. Iñón, F. A., Garrigues, S. & De La Guardia, M. Nutritional parameters of commercially 

available milk samples by FTIR and chemometric techniques. Anal. Chim. Acta 513, 401–

412 (2004). 

28. Van De Voort, F. R., Sedman, J., Emo, G. & Ismail, A. A. Assessment of Fourier 

Transform Infrared Analysis of Milk. J. AOAC Int. 75, 780–785 (1992). 

29. Grelet, C., Fernández Pierna, J. A., Dardenne, P., Baeten, V. & Dehareng, F. 

Standardization of milk mid-infrared spectra from a European dairy network. J. Dairy Sci. 

98, 2150–2160 (2015). 

30. Mossoba, M. M. et al. Regulatory infrared spectroscopic method for the rapid determination 

of total isolated trans fat: A collaborative study. JAOCS, J. Am. Oil Chem. Soc. 88, 39–46 

(2011). 

31. Nicolaou, N. & Goodacre, R. Rapid and quantitative detection of the microbial spoilage in 

milk using Fourier transform infrared spectroscopy and chemometrics. Analyst 133, 1424–

1431 (2008). 

32. Miller, J. The Chicago Guide to Writing about Multivariate Analysis. (2006). 

33. Abdi, H. Partial least squares regression and projection on latent structure regression (PLS 

Regression). Wiley Interdiscip. Rev. Comput. Stat. 2, 97–106 (2010). 

34. Shenk, J. S. & Westerhaus, M. O. Population Definition, Sample Selection, and Calibration 

Procedures for Near Infrared Reflectance Spectroscopy. Crop Sci. 31, 469–474 (1991). 

35. Miller, J. N. & Miller, J. Statistics and Chemometrics for Analytical Chemistry. 

Technometrics 46, (2010). 

36. Augusto, C. et al. Validação de métodos internos de ensaio em análise química. Guia 

Relacre 13, Validação de Métodos Internos de Ensaio em Análise Química 13, (2000). 

 

 

 

 

 

 

 
 


