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RESUMO

O leite de bufala ¢ o segundo leite mais consumido no mundo, perdendo apenas
para o leite de vaca. Ele apresenta uma composi¢ao fisico-quimica bastante diferenciada,
que permite um melhor rendimento industrial na produgdo de derivados. Embora grande
parte da produgdo leiteira seja convertida em derivados, os produtos lacteos em po6 de
bufala sdo pouco produzidos hoje no mundo, gerando assim, poucos estudos sobre as
caracteristicas fisico-quimicas e microestruturais do produto em p6. Com isso, o objetivo
deste trabalho consiste na fabricagdo de produtos lacteos em p6 de bufala com e sem
hidrolise da lactose, além de estudar como diferentes condigdes de estocagem pode
interferir em diversas caracteristicas que sdo consideradas fundamentais para um bom
produto. Foram realizadas andlises fisico-quimicas nos produtos apés a sua produgdo
(atividade de agua, umidade, gordura livre e total, concentragdo de agtcares), visando
entender as caracteristicas dos produtos formados. Foi estudado, também, como a
variagdo da temperatura, em duas condi¢des de estocagem distintas (21 °C e 50 °C),
poderia modificar caracteristicas como a reidratagdo do pd, a sua coloragdo ¢ a sua
morfologia. Além disso, foi estudado como a estocagem do produto em diferentes
umidades relativas do ar (11,1%; 33,1%; 43,2%; 54,4%; 75,5%) poderia favorecer a
cristalizacao da lactose por meio das técnicas de isoterma de sorcdo, espectroscopia
Raman e quimiometria. Com as analises de caracterizagdo do produto, foi possivel
perceber que os produtos apresentam bons resultados de atividade de agua (0,1705;
0,1672; 0,1737 para T1, T2 e T3 respectivamente) e que o produto que sofreu hidrolise
de lactose apresentou maior valor de umidade 4,52, enquanto T1 apresentou 3,30 ¢ T3
3,88. Ja o tratamento que sofreu hidrélise da lactose e foi adicionado de maltodextrina,
apresentou menor concentragdo de gordura (22,92%), e o produto tradicional apresentou
um maior resultado de gordura livre (5,67%). Vale destacar também que a hidrélise da
lactose foi de cerca de 98% nos dois tratamentos que sofreram a quebra deste agtcar. O
tratamento sem hidrolise da lactose apresentou melhores resultados de cor e reidratagdo,
comparado aos produtos que sofreram hidrolise da lactose, seguido do produto
hidrolisado que sofreu a adicdo de maltodextrina. Os resultados dos produtos
armazenados em condicdo de estocagem que sofreram variacdo da temperatura,
mostraram que os produtos armazenados em 50 °C apresentaram maior avango da

coloracdo, fato colaborado pelos resultados obtidos nas analises de HMF livre,



colorimetria e indice de escurecimento, além de apresentar uma pior capacidade de
reidratacdo como observado pela andlise de tamanho de particulas, se comparados aos
produtos armazenados em temperatura de 21 °C. Vale destacar também que, a morfologia
dos pos nao sofreu modificagdes devido a variagdo da temperatura durante o
armazenamento. Analisando o grupo que foi armazenado em diferentes umidades
relativas do ar, ¢ possivel concluir que quanto maior a umidade do ambiente, mais
facilmente ocorre a cristalizagao da lactose no produto, fato comprovado pelas técnicas

utilizadas de isoterma de sor¢do e espectroscopia Raman acompanhada da quimiometria.

Palavras-chaves: Produtos lacteos em p6. Espectroscopia Raman. Propriedades fisico-

quimicas. Hidrdlise da lactose. Reidratagdo. Morfologia.



ABSTRACT

Buffalo milk is the second most consumed milk in the world, second only to cow's milk.
It presents a very differentiated physical-chemical composition, which allows a better
industrial performance in the production of derivatives. Although a large part of dairy
production is converted into dairy products, buffalo powdered dairy products are poorly
produced in the world today, thus generating few studies on the physical-chemical and
microstructural characteristics of the powdered product. Thus, the objective of this work
consists of the manufacture of buffalo milk powder products with and without lactose
hydrolysis, in addition to studying how different storage conditions can interfere in
several characteristics that are considered fundamental for a good product. Physical-
chemical analyzes were carried out on the products after their production (water activity,
moisture, free and total fat, sugar concentration), in order to understand the characteristics
of the products formed. It was also studied how the temperature variation, in two different
storage conditions (21 °© C and 50 ° C), could modify characteristics such as the
rehydration of the powder, its color and its morphology. In addition, it was studied how
the storage of the product in different relative humidity of the air (11.1%; 33.1%; 43.2%;
54.4%; 75.5%) could favor the crystallization of lactose through sorption isotherm,
Raman spectroscopy and chemometry techniques. With the product characterization
analyzes, it was possible to notice that the products present good results of water activity
(0.1705; 0.1672; 0.1737 for T1, T2 and T3 respectively) and that the product that
underwent lactose hydrolysis presented a higher humidity value of 4.52, while TI
presented 3.30 and T3 3.88. The treatment that underwent lactose hydrolysis and was
added with maltodextrin, showed a lower concentration of fat (22.92%), and the
traditional product showed a higher result of free fat (5.67%). It is also worth noting that
lactose hydrolysis was around 98% in the two treatments that suffered the breakdown of
this sugar. The treatment without lactose hydrolysis showed better color and rehydration
results, compared to products that underwent lactose hydrolysis, followed by the
hydrolyzate product that underwent the addition of maltodextrin. The results of products
stored in storage conditions that suffered temperature variation, showed that products
stored at 50 ° C showed greater color advancement, a fact that contributed to the results
obtained in the analysis of free HMF, colorimetry and darkening index, in addition to
presenting a worse rehydration capacity as observed by particle size analysis, when

compared to products stored at a temperature of 21 © C. It is also worth mentioning that



the powder morphology did not change due to the temperature variation during storage.
Analyzing the group that was stored in different relative humidity of the air, it is possible
to conclude that the higher the humidity of the environment, the more easily the lactose
crystallizes in the product, a fact confirmed by the techniques used of sorption isotherm

and Raman spectroscopy accompanied by chemometric.

Keywords: Powdered dairy products. Raman spectroscopy. Physicochemical properties.

Lactose hydrolysis. Rehydration. Morphology.
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1 INTRODUCAO

O leite de bufala ¢ o segundo leite mais produzido no mundo com cerca de 14% da
producao mundial, ficando atrds apenas do leite de vaca, com aproximadamente 81%
(ALVES et al., 2020; GUO et al., 2019). Os maiores produtores desse tipo de leite se
encontram na Asia, principalmente na india, Paquistio e China (HAN et al., 2007).

Na América do Sul, os trés maiores produtores de leite de bufala sao Brasil,
Argentina e Colémbia (BARRAGAN-HERNANDEZ et al., 2019). O leite bubalino no
pais ¢ importante em pequenas e médias propriedades rurais, garantindo a produtividade
e a permanéncia do produtor rural (FIGUEIREDO; JUNIOR; TORO, 2010).

Embora o leite de bufala seja amplamente produzido ao redor do mundo, sua
utilizacdo tem maior destaque na producdo de derivados lacteos, principalmente
manteiga, queijos moles e duros, leite condensado e evaporado, além de creme de leite e
iogurte (AHMAD et al., 2008). Ja no Brasil, um dos principais produtos lacteos
produzidos a partir do leite de bufala ¢ o requeijao (TEIXEIRA; BASTIANETTO;
OLIVEIRA, 2005). Essa grande demanda na produg¢do de derivados ¢ decorrente
principalmente do seu maior rendimento industrial na produc¢ao de derivados, por
exemplo, sdo necessarios cerca de 14 litros de leite de bufala pra produzir 1 quilograma
de manteiga, ao comparar com o leite de vaca, sdo necessarios mais de 20 litros para
producao da mesma quantidade de manteiga (TEIXEIRA; BASTIANETTO; OLIVEIRA,
2005).

As caracteristicas do leite bubalino apresentam muitas diferencas comparado ao
leite de vaca, essas diferencas permitem uma identificacao simples, visto que produto ¢
mais adocicado se comparado ao leite bovino devido a maior concentragao de lactose no
produto, além de apresentar uma coloracdo mais esbranquicada devido a auséncia de
caroteno (ANDRADE, 2015).

Entre todas as diferencgas existentes entre os dois principais tipos de leites, a
composi¢do centesimal € a que apresentam maior impacto, como por exemplo um maior

valor de gordura, proteina e alguns sais (PATEL; MISTRY, 1997).

1.1 COMPOSICAO DO LEITE DE BUFALA

Devido ao fato de o leite ser produzido para alimentar seus filhotes, existe a

possiblidade de ocorréncia de flutuacdes na sua composi¢do, acarretando assim
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modificagdes composicionais. Essa composi¢ao pode ser fortemente influenciada pela
dieta do mamifero, a sua genética, o estagio de maturacdo, o manejo, questdes ambientais
e até mesmo fatores como niimero de filhotes ¢ a idade do animal (BARRAGAN-
HERNANDEZ et al., 2019; BORGES et al., 2017; CAVALCANTE et al., 2019).

A composigao fisico-quimica do leite de bufala é bastante diferentes da composicao
do leite bovino e de outras espécies, tanto nos macronutrientes, como nos micronutrientes
encontrados nos dois leites (ALVES et al., 2020). A Tabela 1 mostra a composi¢do média
de macronutrientes encontrados no leite de bufala da China em comparacdo com o leite

de vaca.

Tabela 1- Composicao de macronutrientes no leite de bufala produzidos na China em

comparagdo com o leite de vaca.

Parametros Leite de Bufala Leite de Vaca
Gordura (% v.v'") 7,59 3,70
Proteina (% m m™) 4,86 3,40
Lactose (% m m™) 4,74 4,60
Cinzas (% m m™) 0,85 0,80

Fonte: Adaptado de (DAMODARAN; PARKIN, 2017; HAN et al., 2007).

O maior percentual de gordura encontrada no leite de bufala esta relacionada a
presenca de acidos graxos poli-insaturados, que sdo importantes no desenvolvimento de
nutrientes que apresentam acdes preventivas sobre alguns tipos de patogenos
(BUSTAMANTE; CAMPOS; SANCHEZ, 2017). No leite essa gordura ¢ dispersa na
forma de goticulas esféricas (globulos de gordura), cuja a distribuicdo do tamanho de
particulas podem variar entre as diferentes espécies de leite (MENARD et al., 2010).
Cerca de 23,7% dos globulos de gordura no leite de btifala apresentam tamanho entre 1 e
4 um, porém cerca de 35,2% apresentam tamanho de maior que 6 um (ALVES et al.,
2020).

As proteinas encontradas no leite podem ser divididas em dois grupos, as caseinas
e as soro proteinas, uma parte pequena da populacdo pode produzir reagdes alérgicas a
algumas dessas proteinas, em especial a f-caseina A1 (BARBOSA et al., 2019). A B-
caseina A1 ¢ amplamente encontrada em leite bovino, porem a mesma nao ¢ encontrada

em leite de outras espécies como leite de bufala, camela e cabra, tornando o consumo
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desses leite uma oOtima ferramenta para individuos que apresentam alergia a este
determinado componente do leite (HINZ ef al., 2012).

O teor de cinzas encontrado em um produto lacteo ¢ a soma de todos os minerais
presentes no produto (IMRAN et al., 2008). A concentragdo dos principais minerais

encontrados no leite de bufala produzidos no India sdo representados na Tabela 2.

Tabela 2 - Composi¢io mineral no leite de bufala em mg.100g™ de leite.

Minerais Concentragdo (mg.100g™ de leite)
Calcio 204,23
Fosforo 117,45
Potassio 118,05
Magnésio 23,53
Ferro 0,11
Manganés 0,05
Zinco 0,51
Sédio 42,39

Fonte: Adaptado de (SINGH et al., 2019).

O célcio é um elemento fundamental para a fungdo de mineralizagdo dos ossos ¢
dentes, além de varias reagdes fisiologicas e bioquimicas dos seres vivos, o potassio tem
um papel importante na pressao osmotica, no equilibrio acido-base e também participa
do metabolismo de carboidratos e proteinas, ja o sodio ¢ essencial no tecido muscular e
nervoso dos mamiferos, além desses ions, outros apresentam papeis importantes nas
condi¢des de vida dos jovens mamiferos como o fésforo, magnésio, ferro, manganés e
zinco (CHEN et al., 2020).

No leite esses elementos estdo distribuidos de formas distintas, seja na forma
soluvel, seja na forma coloidal, principalmente associados as micelas de caseina (BIJL et
al.,2013).

O teor de calcio encontrado no leite de bufala ¢ cerca de 1,5 vezes maior que o
teor no leite bovino e tem maior concentragao na fase coloidal, estando associado a micela
de caseina, o teor de magnésio ¢ 2 vezes maior que no leite de vaca e também se encontra
em maior concentracdo na fase coloidal. A concentragcdo de fosforo € maior no leite de

bufala, onde 67% esta na fase coloidal do leite, porém os elementos sodio (98%) e
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potassio (93%) estdo presentes em maior concentragdo na fase soluvel, por fim os outros
elementos citados na Tabela 2 (ferro, manganés e zinco) estdo associados também a fase
coloidal (SINGH et al., 2019).

Vale ressaltar que a concentragdo desses minerais presentes no leite de bufala e
até mesmo de outras espécies também sofrem variagdes devido a época do ano, ao periodo
de amamentacao, doencas como mastite, alimentacao e outros fatores (DUNSHEA et al.,
2019; EL ZUBEIR; ELOWNI; MOHAMED, 2005; SCHRYVER et al., 1986).

De todos os componentes presentes no leite discutidos nas tabelas 1 e 2, um que
precisa de uma discussdo mais detalhada devido ao grau de importancia no processo de

producao de produtos lacteos em poé ¢ a lactose (SAXENA et al., 2021).

1.2 LACTOSE

A lactose € o principal carboidrato encontrado no leite e em seus derivados, ¢
formado pela jun¢do de dois monossacarideos (galactose e glicose) formando assim um
dissacarideo (NEVES; OLIVEIRA, 2020). O leite de bufala apresenta 4,74% de lactose
na sua constitui¢do, valores proximos a concentracao encontrada em leite de outras

espécies de mamiferos (DAMODARAN; PARKIN, 2017; SINGH et al., 2019).

1.2.1 O estado fisico da lactose

O estado fisico da lactose ¢ importante para os derivados lacteos, principalmente os
concentrados e desidratados, e pode apresentar duas estruturas, a cristalina e a amorfa
(SAXENA et al., 2021). A estrutura amorfa ¢ molecularmente desordenada e apresentam
uma alta viscosidade, além disso € higroscopica e muito sensivel a umidade relativa do
ar durante o processo de armazenamento desses produtos (MASUM et al., 2020).

O avango do tempo de armazenamento desses produtos, junto com o aumento da
umidade relativa e a temperatura favorecem o processo de reorganizacdo das moléculas
de lactose no sistema, tornando a lactose cristalina (STEPHANI et al., 2017). A lactose
cristalizada interfere na estabilidade do produto final em diversas caracteristicas fisico-
quimicas como, reagdes de deterioragdo e oxidagdo, mudangas na viscosidade,
escurecimento ndo enzimatico, molhabilidade, entre outros, sendo necessario a
manuten¢do do estado amorfo ao longo de todo o tempo de validade do produto em pé

(OMAR; ROOS, 2007).
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A mudanga do estado amorfo para o estado cristalino ¢ conhecida como transi¢ao
vitrea (Tg). Essa transformacdo ¢ reversivel e acontece em uma temperatura especifica
(temperatura de transi¢do vitrea). Quando o material de interesse se encontra abaixo dessa
temperatura, suas moléculas encontram-se com a capacidade reduzida para proporcionar
suas rotagdes e vibragdes, além de apresentar limitagdes a suas transi¢des moleculares,
classificando o material como um solido. Entretanto, quando a temperatura se encontra
superior a Tg, o grau de liberdade das moléculas aumenta, tornando a classificacdo do
produto em um liquido com alta viscosidade. O estado amorfo ¢ metaestavel, gerando
assim uma maior propensao a mudar o estado fisico da substancia para o estado cristalino,
que ¢ mais estavel termodinamicamente. O controle do estado fisico da lactose, assim
como a manutencao do estado amorfo durante a secagem e durante o armazenamento ¢

importante para a area de lacteos (MASUM et al., 2020; PAULA et al., 2020).

1.2.2 Intolerancia a lactose

Atualmente no mundo cerca de 70% da populacgao adulta apresenta algum grau de
intolerancia a lactose, sendo a maior incidéncia em individuos encontrados na América
do Sul, Africa e Asia (FRANCISQUINI et al., 2019; SANTOS et al., 2018). Porém em
paises europeus a ocorréncia da intolerancia ¢ menor, como no caso da Holanda que
apenas 1% da populagdo apresenta a intolerancia (DEKKER; KOENDERS; BRUINS,
2019).

A intolerancia a lactose ¢ uma condi¢do caracterizada pela pouca ou total
incapacidade de digestdo da lactose, devido aos baixos niveis de lactase presentes no
corpo dos individuos intolerantes (FIALHO et al., 2018; SURI et al., 2019; TORRES et
al.,2017).

A presenca dessa enzima no corpo humano pode ser afetada por diversos fatores
como, idade, raca, integridade da membrana do intestino delgado e tempo de transito do
intestino delgado (OAK; JHA, 2019). Dentre os principais sintomas se destacam, a
distensdo e dores abdominais, flatuléncias e diarreia ambos causados pela fermentacao da
lactose resultando na producao de gases como metano, diéxido de carbono e hidrogénio,
além de 4cidos graxos volateis como o acético, butirico e propidnico que sdo responsaveis
pela redu¢ao do pH do meio para valores abaixo de 5,5 (SILVA; GASPARIN, 2010;
TORRES et al., 2016).
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1.2.3 Hidrélise da lactose

Devido aos crescentes nuimeros de pessoas que apresentam algum grau de
intolerancia a lactose, a industria de alimentos precisou investir em mecanismos para
reduzir a concentragdo desse carboidrato na composi¢cdo de seus produtos. Atualmente
sao conhecidos dois mecanismos para realizar a hidrolise da lactose, a hidrélise quimica
e a hidrolise enzimatica (DE ALMEIDA et al., 2015).

O primeiro mecanismo (hidrdlise quimica) ndo ¢ comumente utilizada na industria
de alimentos, devido a suas condi¢des reacionais bastante elevadas como pH abaixo de
1,5 e temperaturas proximas a 150 °C, o que pode acarretar em problemas composicionais
ao produto final (GANZLE; HAASE; JELEN, 2008). Entretanto a hidrélise enzimatica é
amplamente utilizada pela industria de laticinios devido a sua facilidade de utilizacdo. No
mercado existem dois tipos de enzimas capazes de realizar a quebra da lactose, as lactases
acidas e as lactases neutras, a primeira € comumente utilizada por consumidores na forma
de suplemento nutricional, enquanto que a segunda ¢ usada em grande escala nas

industrias (DEKKER; KOENDERS; BRUINS, 2019).

Figura 1 - Hidrélise da lactose em presenca da enzima lactase.

lactas :
lactose —> D-glicose + D-galactose

Fonte: (DAMODARAN; PARKIN, 2017).

A lactase (B-galactosidase) hidrolisa a lactose através da quebra das ligacdes -
glicosidicas em dois monossacarideos, a glicose e a galactose (Figura 1), que sdo
facilmente absorvidas pelo intestino delgado (FIALHO et al., 2018; KLEIN; DE JONG;
REVILLION, 2010). A glicose ¢ a galactose formadas apods a reagdo de hidrélise pode
acarretar ao produto final reagdes de deterioragdo das proteinas, devido ao fato de que
esses dois monossacarideos reagem com a lisina (reacdo de Maillard) em uma taxa mais

elevada que a lactose (NARANJO et al., 2013).
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1.3 PRODUTOS LACTEOS EM PO E CARACTERISTICAS DO PRODUTO

Durante este século, houve um interesse bastante elevado na conversao do leite e
seus derivados em produtos lacteos em p6 (ZOUARI et al., 2020). Hoje em dia sdo
produzidos diversos tipos de alimentos em pd, como por exemplo, vitaminas, enzimas,
leite, caseinas, soro e caseinatos (HABTEGEBRIEL et al.,2018). A técnica mais utilizada
para realizar essa operagao unitaria € o spray drying (KHANIJI et al., 2018).

A conversdao de produtos para sua forma em poé resolve diversos problemas
relacionados a preservacgdo e a seguranca do produto, além de ressaltar o ganho do ponto
de vista logistico, uma vez que transportar produtos em pé requer menor custo (DANTAS
et al.,2018; DE OLIVEIRA et al., 2020; XU et al., 2018).

Dentre os métodos de secagem mais usuais, a técnica de spray drying apresenta
cerca de 10 vezes menos consumo energético que a liofilizacdo (freeze-drying) e, ao
contrario da técnica de secagem em tambor (drum drying), o produto nao atinge altas
temperaturas durante a evaporacao da agua (SILVA et al., 2017)

A secagem via spray dryer consiste em pulverizar o liquido concentrado em
pequenas goticulas através de um atomizador, em uma grande camara de secagem
contendo ar aquecido a cerca de 200 °C (essa temperatura pode variar de acordo com o
produto a ser seco e ird controlar a taxa de transferéncia de massa e de energia entre as
goticulas do produto e o ar de secagem) (BELLETTI et al., 2009; SCHUCK et al., 2005).
A temperatura do produto situa-se entre a temperatura do atomizador e a temperatura do
ar de saida, ou seja, permanece abaixo de 100 °C (SCHUCK et al., 2009). Devido ao
aumento da superficie de contato entre o produto e o ar, a 4gua ¢ evaporada rapidamente
sem tratamento térmico excessivo (SILVA et al., 2017).

Diversas caracteristicas instrumentais e técnicas podem influenciar no processo de
secagem, e influenciar assim as propriedades dos pds formados. Os principais parametros
de secagem a ser controlados sdo: tipos de atomizador, pressdo, temperatura do ar de
entrada e de saida, umidade relativa do ar de entrada e saida, entre outros (OGOLLA et
al., 2019). Além disso, caracteristicas do produto a ser seco também podem influenciar
nas propriedades dos poés formados, como por exemplo a viscosidade do concentrado
(DRAPALA et al., 2017).

Uma das caracteristicas a ser levada em conta para a producdo de lacteos em po € a
temperatura de transicao vitrea do produto. A secagem tem que ser realizada evitando que

o produto alcance essa temperatura, ou seja, o produto formada precisa estar no estado
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amorfo para apresentar caracteristicas de conservagdo apropriadas (PERRONE et al.,
2011). A temperatura de transi¢do vitrea do produto pode ser determinada como a média
das transi¢des vitreas de todos os seus componentes (PERRONE et al., 2016).

Como discutido antes, a lactose apresenta um papel importante nas propriedades
funcionais e fisico-quimicas dos produtos lacteos em p6. Ela pode acarretar modifica¢des
como aglomeragdo, piora da reidratagdo, aumento da coloracdo do produto e
modificagdes na viscosidade e fluidez por exemplo (HABTEGEBRIEL et al., 2018).
Além disso a secagem de produtos lacteos com lactose hidrolisada pode gerar problemas
durante a secagem, uma vez que o abaixamento da temperatura de transi¢do vitrea pode
gerar aglomeracdo no equipamento, acarretando em um baixo rendimento da produgao
(TORRES et al., 2017). Com isso a industria de alimentos utiliza auxiliares de secagem,
que sdo produtos com altas massas molar e altas temperaturas de transi¢cdo vitrea, dentre
elas se destaca a maltodextrina que sdo oligossacarideos, feitos de amido, que possuem
equivalentes de dextrose (DE) inferiores a 20 (LANGRISH; CHAN; KOTA, 2007).

A temperatura de secagem também pode gerar modificagdes na sua microestrutura.
A principal modificacdo estrutural esta relacionada a formacgao de particulas rachadas ou
até mesmo quebradas, outro problema recorrente ¢ a ndo uniformidade nos tamanhos
dessas particulas (CARIC, 1987).

A atividade de 4gua e a umidade do produto também sdo fatores determinantes na
conservagao do produto. Ao realizar a secagem do produto, procura se obter valores de
atividade agua préoximos a 0,2 visto que valores abaixo ou acima desse, podem gerar
diversas condi¢des de degradacdo do produto como reagdes de oxidacdo, reagdes
enzimaticas e auxiliar no desenvolvimento de fungos e bactérias devido a contaminagao
externa (BELLETTI et al., 2009). O alto valor de umidade também pode acarretar em
processos de degradagao do produto (PERRONE et al., 2013).

A reacdo de Maillard também ¢ um fato que gera consequéncias prejudiciais ao
produto final, ela ocorre entre um agucar redutor e uma proteina (SMITH et al., 1994). A
reacdo de Maillard leva a um escurecimento do produto e a formagdo de compostos
aromaticos (ELLIS, 1959; SHIBAO; BASTOS, 2011). Os produtos lacteos em po
hidrolisados apresentam um potencial maior para que ocorra esta reagdo visto que
apresenta mais agucares redutores no meio, outro fator que afeta a cinética da reacao ¢ a
temperatura do produto (SMITH et al., 1994).

Assim, devido a variedade e complexidade das misturas que precisam ser secas,

torna-se necessario um método mais rigoroso baseado nas propriedades fisico-quimicas
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e termodinamicas do produto, além dos parametros de secagem a serem utilizados (DE
OLIVEIRA et al., 2020; SCHUCK et al., 2016). Mais especificamente analisando
produtos lacteos em po, a literatura ¢ bastante rica em dados para secagem de leite de
vaca, porém para secagem de leite oriundos de outros mamiferos, como bufala e camelo,

esses dados sdo bastante escassos (ZOUARI et al., 2019).

1.4 TECNICAS ANALITICAS

Ao longo do trabalho foram realizadas diversas técnicas analiticas para estudar as
propriedades fisico-quimicas e microestruturais dos produtos lacteos em p6 produzidos,
entre elas, trés vem ganhando destaque no ramo de produtos lacteos: espectroscopia
Raman, analise de tamanho de particula por difragdo a laser e microscopia eletronica de

varredura.

1.4.1 Espectroscopia Raman

O efeito Raman foi observado experimentalmente pela primeira vez no ano de 1928
pelo cientista indiano Sir Chandrasekhara Venkata Raman, apds ter sido previsto pelo
fisico Adolf Smekal em 1923. No ano de 1930, devido a importancia dessa descoberta, o
prémio Nobel de Fisica foi entregue ao cientista cuja técnica recebe o nome (ALMEIDA,
2011; DE OLIVEIRA, 2001).

A espectroscopia Raman consiste no espalhamento inelastico de luz
monocromatica, através do vetor campo elétrico da radiacao eletromagnética que interage
com as moléculas da matéria. A diferenga entre a frequéncia da radiacao incidente e da
frequéncia da radiacdo espalhada, consiste nas frequéncias vibracionais que sdo
observados no devido espectro Raman do material estudado, gerando os espectros Raman
Stokes e anti-Stokes (HE et al., 2019).

Toda molécula polar apresenta um momento de dipolo intrinseco ou efetivo.
Entretanto, quando o campo elétrico da radiag@o incidente interage sobre a matéria, ocorre
o surgimento de um novo momento de dipolo, que ¢ induzido pela radiacdo (momento de
dipolo induzido), que apresenta um relagdo com o campo elétrico da radiagdo incidente
como visto na Equagdo 1, apds o truncamento da expansdao do momento de dipolo

induzido no primeiro termo (STEPHANI, 2015).
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O termo o ¢ referente a polarizabilidade eletronica da molécula, esse termo
apresenta semelhancas com o momento de dipolo efetivo e ¢ uma propriedade intrinseca
de cada sistema quimico, mas que so ira se manifestar na presenta de uma interacdo da
radiagdo eletromagnética com a molécula em estudo (STEPHANI, 2015). Considerando

que o campo elétrico incidente e a coordenada q podem ser escritos pela equagado 2:

E = E,cos(2mv,t) (2)
q = qocos (2mv,t)

onde Eo ¢ a amplitude vibracional, vy € a frequéncia do laser, qo € a coordenada q inicial
e vy € a frequéncia vibracional da coordenada q. Sabendo também que as vibragdes
moleculares irdo induzir modificagdes na polarizabilidade com frequéncia que
correspondem aos modos normais de vibragao, pode-se escrever uma série de Taylor para

representar a polarizabilidade do sistema em relagdo a coordenada normal (Equagao 3)
da
a= ag+ (E)Oqo cos(2mv,t) 3)

Assim substituindo as Equagoes 2 e 3 na Equagao 1, o momento de dipolo induzido

ficara:
P = ayE, cos(2mv,t) + % (Z—Z)O qo Eo {cos[2m(vy + vt + cos[2m(vy — v,)t]} (4)

O primeiro termo contém a frequéncia da radiacdo incidente e corresponde ao
espalhamento elastico da radiagdo (espalhamento Rayleigh), esse efeito ocorre apods a
interacdo do foton com a molécula, que volta ao nivel de energia inicial e o foton ¢
espalhado sem modificacao de frequéncia. No segundo termo aparece os espalhamentos
inelasticos da radiagdo, o termo (vo + vi) € chamado espalhamento anti-Stokes, onde a
molécula se encontra em um estado excitado, ao interagir com o f6ton a molécula muda
para um estado virtual para em seguida decair para o estado fundamental. Ja no termo (vo
- vt), a molécula se encontra no estado fundamental e apds a interagdo com a radiacao

decai para um estado excitado (ALMEIDA, 2011; SALA, 2008).
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A técnica de espectroscopia Raman ja € utilizada em produtos lacteos devido a sua
capacidade de analisar diversos componentes presentes em uma mesma amostra, estudos
mostram que ¢ possivel quantificar adulterantes em matrizes lacteas, estudar a estrutura
quimica de sacarideos e ajudar na padronizagdo do controle de qualidade desses produtos

(GILLIBERT et al.,2018; KIM et al., 2012; STEPHANI, 2015; STEPHANI et al., 2017).

1.4.2 Analise de tamanho de particulas por difracio a laser

A técnica de andlise de tamanho de particulas devido a sua facilidade de operagao,
rapidez e amplitude de leitura € utilizada em diversos ramos industriais. A difragdo a laser
baseia-se no principio de que quanto menor for o tamanho da particula, maior serda o
angulo de difragdo de um feixe luminoso que atravessa essa particula. A técnica permite
obter uma média da distribuicdo do tamanho de particulas de uma determinada amostra
(COSTA, 2016).

O equipamento consiste de uma fonte de luz, um circuito de dispersao, detectores e
uma célula de medida. As particulas do material de interesse se encontram em um fluido
em movimento que passam pelo equipamento, assim essas particulas causam
descontinuidades no fluxo do fluido. O feixe de luz capta essa descontinuidade e a
correlaciona com o tamanho das particulas. Com o aumento do nimero de particulas do
meio, a luz incidente sofre uma interagao, formando um involucro tridimensional de luz.
O formato e o tamanho deste invélucro sdo afetados pelo indice de refracao da particula
no meio dispersante, pelo comprimento de onda da luz utilizada no equipamento e pelo
formato da particula. O sinal é convertido para o tamanho de particulas através da teoria
de Mie e se obtém os resultados da andlise (ALLEN, 1993; BONIATTI, 2013;
MELQUIADES, 2019).

Diversos estudos mostram a eficiéncia dessa técnica para estudar produtos
alimenticios em especial os lacteos. Com essa técnica foi possivel estudar como as
condi¢des de secagem podem gerar impactos no tamanho de particulas de fracdes
proteicas de leite (TORO-SIERRA; SCHUMANN; KULOZIK, 2013). Outros estudos
mostram como a técnica pode ser empregada no estudo da reidratacao de leite em pd
bovino (FRANCISQUINI et al., 2020; RICHARD et al., 2013). Foi mostrado também
como a técnica pode ser utilizada para mediar a eficiéncia de homogeneizacao em leite

UHT (Ultra High Temperature) (RANSMARK et al., 2019). Por fim, a técnica também
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pode ser utilizada para estudar as caracteristicas da composicao de leite, como no caso da

gordura (MENARD et al., 2010).

1.4.3 Microscopia eletronica de varredura

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) fornece informagdes sobre
a morfologia e até a identificacdo de elementos quimicos em amostras solidas. Essa
técnica pode ser aplicada em diferentes campos da ciéncia como: biologia, odontologia,
engenharia, quimica, fisica e at¢ mesmo em alimentos (ABDULLAH; MOHAMMED,
2019; CAMPOS et al., 2020).

A microscopia eletronica de varredura permite obter a imagem ampliada e
tridimensional da amostra devido a intera¢ao entre um feixe de elétrons como o material
de estudo, desde que 0 mesmo ndo seja transparente aos elétrons. Esse feixe de elétrons
¢ acelerado através de uma diferenga de potencial e colimado por uma coluna 6tico
eletronica sendo conduzido até a camara que contém o material. (MONTEIRO, 2017,
SMITH; OATLEY, 1955).

As informagdes sobre a amostra sao obtidas pela detecg¢ao de elétrons transmitidos
por meio de um cintilador e de um fotomultiplicador. O sinal no fotomultiplicador é
amplificado e usado para modular a intensidade de um tubo de exibicao digitalizado de
forma sincrona para formar a imagem da analise. O contraste dessa imagem ¢ produzido
pelo fato de que alguns elétrons sdo espalhados por uma abertura localizada entre a
amostra ¢ o cintilador (CREWE; ISAACSON; JOHNSON, 1969).

O microscépio eletronico de varredura apresenta diversas qualidades se comparado
ao microscopio Optico, entre elas se destaca o poder de ampliagao que pode chegar até a
1 milhdo de vezes dependendo do modelo, além de apresentar imagens mais bem
detalhadas, porém ¢ um equipamento com alto custo se comparado ao microscopio Optico
(ABDULLAH; MOHAMMED, 2019). Outra qualidade dessa técnica ¢ a espectroscopia
de energia dispersiva por raios X (EDS, que pode fornecer de forma qualitativa e até
algumas vezes quantitativas a composi¢ao quimica da superficie do material (CAMPOS

et al., 2020).
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste projeto consiste na produgdo e caracterizagdo de produtos
lacteos em p6 de bufala, com e sem hidrolise da lactose, além de entender como as
condi¢des de armazenamento destes produtos podem interferir nas suas propriedades

fisico-quimicas e microestruturais.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Determinar a composi¢do centesimal dos produtos em po obtidos apos a
produgdo;

v’ Estudar as caracteristicas fisico-quimicas dos produtos, por meio da estocagem
em ambientes com diferentes umidades relativas do ar;

v Realizar a caracterizagdo dos estados termodindmicos da lactose por
espectroscopia Raman em ambientes com diferentes umidades relativas do ar;

v’ Estudar as caracteristicas fisico-quimicas dos produtos, por meio da estocagem
em condigdes de temperatura de 21 °C e 50 °C por 21 dias, através do
monitoramento de diferentes propriedades dos pos;

v' Estudar a microestrutura dos pds formados em diferentes condig¢des de estocagem,

por meio da técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV).
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3 METODOLOGIA

O desenho experimental do projeto pode ser visto através da Figura 2 mostrado
abaixo, onde ¢ possivel observar todas as etapas de produ¢ao dos produtos lacteos em po
(T1, T2, T3), além do fracionamento dos po6s (C1, C2 e C3), seguido das analises de
caracterizacao dos pods e dos dois grupos de analises realizadas em diferentes condig¢des

de analise (G1 e G2).

Figura 2- Desenho experimental do projeto.

[ Leite reconstituido em 40% de solidos ]

}

[ Hidrélise da lactose (7 = 2 °C/24h) ]

! | }
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Fonte: elaborado pelo autor (2021).
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3.1 RECONSTITUICAO DOS POS

Visando garantir uma maior padronizagdo das amostras, partiu-se de um leite em
po integral de bufala previamente produzido no Instituto de Laticinios Candido Tostes
(controle), localizado no municipio de Juiz de Fora. O pé controle, foi reconstituido para
aproximadamente 40% de extrato seco, gerando um total de 1000 g de concentrado para
trés diferentes tratamentos (em duplicada): tradicional (T1), hidrolisado (T2) e

hidrolisado + maltodextrina (T3).

Os tratamentos T1 e T2 consistiram na utilizagdo de 418 g de leite em po6 controle
e 582 g de agua deionizada. Ja o tratamento T3 foi adicionado de 418 g de leite em po
controle, 103 g de maltodextrina (com especificagdes: 20DE — Mor/REX® 1920) € 479 g
de agua deionizada. Nessa massa final, nos produtos T2 e T3 foram adicionados de 5 mL
de uma solucao de lactase da marca LACTLOW (com especificagdes: densidade aparente
de 1,15 g.mL"! e atividade enzimatica de 2600 LAU-B.g™!"). Todos os tratamentos, que
receberam a adi¢do da enzima, foram armazenados por 24 horas em temperatura
controlada de 7 + 2 °C. Esse processo visava garantir uma maior eficiéncia da hidrodlise

da lactose.

3.2 SECAGEM

Finalizado a etapa de reconstituicao e agdo da enzima lactase, os seis produtos (2
oriundos de cada tratamento) foram secos em um Mini Spray Dryer B-290 (marca:
BUCHI), em parceria com o Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal de Juiz de Fora. Para a secagem dos produtos, foram fixados os seguintes
parametros de secagem: temperatura de entrada (150 — 160 °C); temperatura de saida (85

—90 °C); vazio de ar (40 — 50 L.min™!); vazdo de produto (0,8 — 1,0 L.min™!).

3.3 CARACTERIZACAO DO PRODUTO

Para as analises de caracterizagao do produto, foram realizadas analises de atividade

de agua, umidade, gordura total, gordura livre e composi¢ao dos agucares. Todas as
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analises foram realizadas nos produtos apos o processo de fabricagdo, com a finalidade

de realizar o estudo da composicdo dos pods obtidos nos trés tratamentos.

3.3.1 Atividade de agua

A medic¢do da atividade de dgua foi realizada em um determinador modelo Aqualab
4TE (marca: Aqualab) por meio do ponto de orvalho, que ¢ a temperatura até a qual o ar
deve ser resfriado para que a condensagao da dgua se inicie. Para essa medida a amostra
foi adicionada ao porta amostra e colocada dentro do equipamento até que ocorresse a

estabilizagdo, em seguida foi realizado a leitura do resultado da amostra.

3.3.2 Umidade

Os teores de umidade dos produtos foram determinados com a utilizacdo de uma
balanca de infravermelho modelo MA 150 (marca: Sartorius) que monitora a variagdo da
massa em fun¢do de uma temperatura programada. Utilizou a programacdo pré-
determinada de 115 °C por 30 minutos e coleta de dados de 30 em 30 segundos. Apos o
fim da coleta dos dados, foi gerada uma planilha representando a perda massica e, ao ndo
ocorrer variagao superior a 0,05 g de perda de agua, foi possivel determinar a umidade de

cada produto.

3.3.3 Gordura total

O teor de gordura em cada amostra foi medido seguindo o procedimento de Gerber.
Inicialmente foi realizado a preparacao de uma solucao de 12% de so6lidos dos pos para,
em seguida, comegar o procedimento de analise. Adicionou-se 10 mL de acido sulftrico
ao butirdmetro, em seguida com o auxilio de uma pipeta, foi adicionado lentamente 11
mL da solugdo da amostra previamente preparada e, por fim, adicionou 1 mL de élcool
isoamilico. Fechou o butirdmetro com a rosca e realizou a homogeneizagdo da amostra.

Em seguida, o butirometro foi levado a uma centrifuga por 5 minutos, para depois ser
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adicionado ao banho-maria a aproximadamente 63 °C por 5 minutos, fazendo

posteriormente a leitura na graduagao da vidraria (HORWITZ, 2016).

3.3.4 Gordura livre

Essa técnica, consiste na extracao da gordura livre por meio de solventes organicos.
Inicialmente foi realizado a limpeza dos baldes do rotacvaporador e em seguida, cada
baldo foi levado a estufa com temperatura proxima de 100 °C por uma hora. Os baldes,
em seguida foram adicionados em dessecadores, para apds o resfriamento serem pesados

(M2).

Pesou-se em um béquer aproximadamente 10 g de amostra e adicionou entre 40 ¢
50 mL de éter de petroleo, essa solugdo foi mantida sob agitagdo magnética por 5 minutos
com o béquer tampado para evitar maiores perdas por volatilizagdo do éter de petroleo.
Esse processo de extracao foi realizado trés vezes com a finalidade de se obter um melhor
resultado na extracdo. Apos a extracdo, o éter de petroleo foi recuperado por meio de
destilagdo em rotaevapor. A amostra resultante foi armazenada em estufa, com
temperatura de 100 °C, por no minimo uma hora até total remocao do solvente ainda
presente do processo de rotaecvaporacdo. Em seguida, o baldo foi levado para um

dessecador para resfriamento e pesado em seguida (M1).

A gordura livre foi quantificada por gravimetria, de acordo com a Equagao 5 e o
resultado foi expresso como porcentagem de gordura total. Todo esse processo foi

realizado em cada um dos tratamentos (SCHUCK; DOLIVET; JEANTET, 2012).

_ (M1-M2)X100
- GT

GL (5)

Onde: GL = gordura livre; M1 = massa do baldo com a amostra; M2 = massa do

baldo vazio; GT = gordura total.

3.3.5 Composicao dos acucares

As analises de composicao de acucares (lactose, glicose e galactose) foram

realizadas pela técnica de cromatografia, com coluna de Bio-rad HPX-87P + pré-coluna
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+ de-ashing, em temperatura de 60 °C. A fase movel utilizada foi agua ultrapura, com
fluxo de 0,6 mL.minuto™'. O volume de inje¢io da amostra foi de 10 uL e tempo de corrida

de 25 minutos.

3.4 ARMAZENAMENTO DOS PRODUTOS EM PO

ApOs a caracterizagao geral dos produtos, os pos foram armazenados e divididos
em trés condigdes de estocagem distintas: temperatura controlada de 21 + 1 °C em
embalagem plastica e caixa apropriada sem entrada de ar por 21 dias (C1); temperatura
controlada de 50 + 1 °C por 21 dias em estufa, onde a mesma apresentava baixa umidade
relativa do ar (<10%) medida com auxilio de um termohigrometro (C2); temperatura
controlada de 21 = 1 °C em dessecadores, com diferentes umidades relativas do ar

(11,1%; 33,1%; 43,2%; 54,4%; 75,5%) por 9 semanas (C3).

As andlises foram divididas em dois grupos, apos o fracionamento dos produtos,
sendo algumas analises realizadas em mais de uma condi¢ao de estocagem. Cada grupo
de analise buscava entender algumas modifica¢cdes nas propriedades dos pds ao longo do

seu armazenamento.

O primeiro grupo (G1) consistia em entender como a variagdo da temperatura,
modificava diferentes caracteristicas dos produtos apos 21 dias armazenados nas
condigdes de estocagem C1 (21 °C) e C2 (50 °C). Ja o segundo grupo (G2) visava
compreender como a varia¢do da umidade do ambiente poderia modificar as propriedades

fisico-quimicas dos produtos durante 9 semanas.

3.5 GRUPO 1: VARIACAO DA TEMPERATURA NAS CONDICOES DE
ESTOCAGEM

Para o grupo de andlises variando as temperaturas de estocagem dos produtos
(condi¢@o de estocagem C1 e C2), foram realizadas andlises de 5-hidroximetilfurfural
livre (HMF livre), colorimetria, indice de escurecimento, andlise de tamanho de particulas

por difracdo a laser, microscopia eletronica de varredura e indice de polidispersividade.
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3.5.1 HMF livre

As amostras foram inicialmente reconstituidas em uma solucao de 12% de solidos,
em seguida 10 mL dessa solu¢do de amostra fo1 adicionada de 5 mL de &cido oxalico 0,3
mol.L! e 5 mL de 4cido tricloroacético 40% (m.v'!). A solu¢do resultante foi
homogeneizada para em seguida ser filtrada. Apds total filtracdo, retirou-se uma aliquota
de 4 mL de filtrado e adicionou-se 1 mL de 4cido tiobarbiturico 0,05 mol.L!. A amostra

foi aquecida em banho-maria a 40 °C por 30 minutos.

As leituras foram realizadas em um espectrofotdometro Ocean Optics USB
200+XR1-ES (marca: Ocean Insight). Utilizou-se o valor de absorbancia obtida no
comprimento de onda de 433 nm, na equacdo da reta obtida pela curva analitica realizada
durante o processo de andlise e obteve-se assim os valores de HMF livre para cada

amostra (FRANCISQUINI et al., 2016; KEENEY; BASSETTE, 1959).

3.5.2 Colorimetria e indice de escurecimento

Para mensurar a cor dos pos, foi utilizado um espectrometro CM-5 (marca: Komica
Minolta), a técnica utilizada foi a escala CIELa*b*, o modelo do dispositivo de separagao
espectral foi de grade de difracdo planar, empregando o SCI (specular component
incluted), a faixa de medicao de refletancia e de comprimento de onda foi de 360 até 740

nm com intervalo de comprimento de onda de 10 nm.

Esse sistema de cores utiliza trés parametros: L que se refere a luminosidade da
amostra, essa escala varia de 0 até 100, quanto mais proximo de 100 mais claro ¢ o
produto e quanto mais proximo de 0 mais escuro ¢ a amostra. A escala a* varia entre
valores positivos e negativos, quanto mais positivo for o valor mais proximo da cor
vermelha se encontra a amostra, e o valor mais negativo, mais proximo da cor verde esta
o produto. Por fim, a escala b* também varia entre valores positivos e negativos, quando
o valor for positivo, mais a amostra tende a cor amarela e, caso for negativo o resultado,

a amostra tende ao azul (DE OLIVEIRA et al., 2020; GADONSKI et al., 2018).

Com os resultados obtidos pela analise de colorimetria foi possivel calcular o indice

de escurecimento (IE) dos pds pelas Equagdes 6 e 7 (NASSER et al., 2017).
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[p = [100 >(<),(127—0,3)] ©)
_ (a* x1,750 XL)
T (5,645 XL+ a*—3,012 X b*) (7)

Onde: L, a* e b* s3o os resultados obtidos por meio da colorimetria.

3.5.3 Analise de tamanho de particulas por difracio a laser (LS)

A distribuicdo do tamanho de particulas foi obtida por meio do analisador de
tamanho de particulas por difracdo a laser Beckman Coulter LS 13 320 (marca: Beckman
Coulter), acoplado ao mddulo de andlise liquida Aqueous liquid module (marca: Beckman

Coulter).

As amostras foram analisadas da seguinte forma: 1 g da amostra foi pesada e
adicionada em 10 mL de dgua deionizada por agitacdo magnética por 3 minutos. Em
seguida a amostra reconstituida foi adicionada lentamente e em quantidades suficientes
no reservatorio do modulo de analise liquida, contendo agua visando obter o nivel de

obscurecéncia ideal para a leitura.

Os dados foram coletados na regido de 0,375 pm a 2000 um, com tempo de coleta
estabelecido de 99 segundos. Os resultados foram obtidos utilizando 1,332 como indice
de refracdo para o meio dispersante (agua) e 1,57 para as particulas da amostra ¢ o
software Beckman Coulter versao 5.03 foi aplicado para obtengao dos dados estatisticos

(TORRES et al., 2017).

3.5.4 Microscopia eletronica de varredura e indice de polidispersividade

A microscopia eletronica de varredura foi realizada em um microscopio modelo

TM 3000 (marca: Hitachi Ltd) com aceleracdo do feixe de 15 kV.

Para a avaliagdo do comprimento das particulas obtidas nas imagens do MEV, foi
utilizado o software ImageJ (ABRAMOFF; MAGALHAES; RAM, 2004;
IGATHINATHANE; PORDESIMO; BATCHELOR, 2009). As imagens foram

analisadas nos tamanho de 30 e 50 pm.
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Com a avaliagdo dos comprimentos das particulas obteve-se o indice de
polidispersividade (PDI). Este PDI ¢ calculado pela Equacdo 8 e refere-se ao grau de ndo
uniformidade da distribuicdo de tamanho das particulas. Uma amostra monodispersa
apresenta alto grau de uniformidade com PDI < 0,4, enquanto uma amostra polidispersa
apresenta um baixo grau de uniformidade com PDI > 0,7 (DANAEI et al., 2018).

ppI = o= 1o (8)

dso

Onde: doo, dso e dio significam respectivamente 90%, 50% e 10% das particulas que

possuem valores iguais ou inferiores aos resultados encontrados.

3.6 GRUPO 2: VARIACAO DA UMIDADE NAS CONDICOES DE ESTOCAGEM

Para o grupo 2, onde objetivou estudar as mudangas nas caracteristicas dos pos em
estocagem com diferentes umidades relativas do ar foram realizadas analises de isoterma
de sor¢do, espectroscopia Raman e quimiometria nos produtos armazenados na condi¢dao

de estocagem C3.

3.6.1 Isoterma de sorciao

Para a realizagdo da andlise de isoterma de sor¢do, foi pesado cerca de 2 g de
amostras em suportes plasticos. Cada amostra (em duplicata) foi armazenada em cada um
dos cinco dessecadores, com cada dessecador apresentando diferentes condi¢des de
umidade relativa do ar distintas (11,1%; 33,1%; 43,2%; 54,4%; 75,5%) durante 21 dias.
Para atingir a umidade relativa do ar desejada, em cada um dos dessecadores foi utilizado
solucdes saturadas dos seguintes sais: LiCl, MgCl,, KoCO3, Mg(NO3), e NaCl para as
umidades de 11,1%; 33,1%; 43,2%; 54,4%; 75,5% respectivamente (TORRES et al.,
2016).

Apbs 21 dias, as amostras foram pesadas novamente (retirando o peso dos
recipientes plasticos), visando obter a variacao no teor de agua ao longo do processo de
armazenamento. Com os dados obtidos foi possivel gerar um grafico de isoterma de
sor¢ao que correlaciona a massa de dgua no produto com a atividade de agua do meio

(TORRES et al., 2016).
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3.6.2 Espectroscopia Raman

Medidas de espectroscopia Raman foram realizadas nos pds estocados nos 5
dessecadores com diferentes umidades relativas do ar, por um periodo de nove semanas
em cada um desses dessecadores. Foi utilizado um espectrometro modelo FT-Raman RFS
100 (marca: Bruker), equipado com um detector de Ge, com linha de excitagao de 1064
nm a partir de um /aser de estado s6lido de ND:YAG. As amostras foram adicionadas em
porta amostras de aluminio e levadas ao equipamento onde foram utilizados os seguintes
parametros espectrais para coleta de dados: 110 mW de poténcia, 512 varreduras e
resolugdio espectral de 4 cm™! na regido de 4000 cm™ a 50 cm™!. O software OPUS 6.0
(marca: Bruker) foi empregado para a coleta dos dados e o programa OriginPro8 foi

utilizado para a elaboracdo dos graficos representativos de cada produto.

3.6.3 Quimiometria

Para a obtengdo dos resultados estatisticos, foi realizado a quimiometria através da
andlise de componentes principais (PCA) nos espectros Raman utilizando o software
Matlab versdo 7.10.0 (R2010a) Foi utilizado a regido espectral entre 3200 cm™! até 2800
cm’!. Essa regido foi escolhida devido a modificacdes nas suas bandas durante todo o
processo de cristalizagdo da lactose. Foram empregados os pré-processamentos baseline,
segunda derivada, MSC, normalize e mean center. O nimero de componentes principais
foi realizado através do grafico de autovalor, que permitiu a avaliagdo das atribui¢des dos

espectros no grafico de escores.
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4 RESULTADOS

Ap0s a reconstitui¢do e o tempo de a¢do da enzima, os concentrados foram secos
em spray dryer. O produto sem hidrolise da lactose (T1) ndo apresentou problemas
durante a secagem como ¢é possivel perceber na Figura 3A. No tratamento T2, que sofreu
hidrolise da lactose, ocorreu a formagdo de pequenos pontos de adesdo na cdmara de
secagem. Por fim, no produto T3 (com adi¢do de maltodextrina), devido a sua alta
viscosidade, formaram-se nas paredes do equipamento grandes pontos de adesdo com alto
teor de umidade, devido a ndo eficiéncia de atomizacdo do produto (Figura 3B). Visando
contornar a formagdo desses agregados, foi realizado uma dilui¢cdo do concentrado em
20%, gerando assim, um produto menos viscoso. Com a diluicdo do concentrado, a
secagem do tratamento T3 seguiu sem maiores problemas, gerando menos entupimentos

no equipamento que o tratamento T2.

Figura 3 - Imagem do tratamento T1, onde ndo ¢ possivel perceber a formacao de
grumos na camara de secagem em A e, imagem do tratamento T3 antes da diluigao,

onde ¢ possivel observar a forma¢ao de um grumo de tamanho elevado em B.

s

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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A maior aderéncia na camara de secagem nos tratamentos T2 e T3, em relacao ao
tratamento T1, ¢ referente ao fato de que, ao realizar a hidrélise da lactose ocorre a
liberagdo de outros dois sacarideos de menor massa molar (glicose e galactose). A
substituicdo da lactose, por estes dois monossacarideos, acarreta na reducdo da
temperatura de transicdo vitrea (Tg) devido ao abaixamento da massa molar dos

sacarideos presentes no concentrado (TORRES et al., 2017).

Ao comparar os tratamentos que sofreram hidrolise da lactose, foi possivel perceber
uma melhor secagem do produto T3 em relagdo ao produto T2. A adi¢ao da maltodextrina
no tratamento T3, eleva a temperatura de transi¢do vitrea, visto que, a maltodextrina

apresenta uma alta massa molar (LANGRISH; CHAN; KOTA, 2007).

4.1 CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS

A seguir, serdo discutidos os resultados das andlises referentes a caracterizacao
geral dos produtos. As analises foram realizadas nos trés tratamentos apds o processo de
producdo dos mesmos. Foram realizadas as andlises de atividade de dgua, umidade,

gordura total, gordura livre e teor de acticares nos pds dos trés tratamentos.

4.1.1 Atividade de Agua e umidade

Os resultados obtidos para atividade de 4gua (aw) e umidade para os trés tratamentos

apos a producao estao representados na Tabela 3.

A atividade de 4gua de um alimento pode ser definida como a capacidade
termodindmica ou a concentragdo efetiva de 4gua em um determinado produto que pode
realmente participar como agente quimico em processos biologicos e/ou quimicos.
Embora esse valor seja adimensional, ela pode ser expressa através de uma equagdo que
correlaciona a pressdo de vapor do produto sobre a pressdo de vapor da dgua pura

(DAMODARAN; PARKIN, 2017).

Os parametros de secagem (demonstrados na metodologia), para os concentrados,
foram determinados visando obter produtos com atividades de agua proximas a 0,2. Nessa

atividade de agua, os pos sdo preservados mais facilmente, visto que em atividades de



43

agua menor que 0,1, ocorre um avanco das reagdes de oxidacao e, em atividades de agua
superior a 0,4, ocorre avancos de hidrdlises ndo enzimaticas, aumento da possibilidade de
desenvolvimento de microrganismos (fungos filamentosos e leveduras) devido a
contamina¢do do produto, além de outros tipos de mecanismos que podem degradar o

produto (PAULA et al., 2020).

Tabela 3 - Resultados de atividade de 4gua e umidade apos a produgao.

Tratamento aw Umidade (%)
Tl 0,1705+0,0112? 3,30+0,14°
T2 0,1672+0,01072 4,52+0,16°
T3 0,1737+0,010° 3,88+0,22°°

Médias seguidas de uma mesma letra, como indice, na mesma coluna, nao diferem entre si
(p<0,05).

T1 — sem hidrélise da lactose, T2 — com hidrdlise da lactose, T3 — com hidrolise da lactose +
maltodextrina.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Os trés tratamentos apresentaram atividades de adgua iguais estatisticamente, com
um valor levemente menor para o tratamento T2. Os valores entre 0,1672 ¢ 0,1737 estao
proximos do valor esperado (0,2), o que garante ao produto uma melhor estabilidade,

como ja relatado acima.

Analisando os resultados obtidos com dois trabalhos da literatura que realizaram a
determinagdo da atividade de agua em diferentes produtos lacteos desidratados, foi
possivel constatar que, os produtos obtidos nesse trabalho estdo de acordo com a faixa de
resultados relatados para uma melhor conservagao. No primeiro trabalho, foi realizado a
atividade de agua em leite em p6 desnatado de vaca e de camela, onde obtiveram as
seguintes médias de resultados: 0,252 para leite bovino e 0,251 para leite de camelo
(ZOUARI et al., 2020). Ja para o segundo trabalho, realizado em leite integral de vaca e
camela, obteve-se os resultados de 0,258 para o produto bovino e 0,189 para o produto
oriundo de leite de camela (SULIEMAN et al., 2014). Vale ressaltar também que a
comparagdo entre os resultados obtidos neste trabalho com os da literatura ndo pode ser

feita de forma efetiva devido a alguns fatores. Entre eles se destaca as diferentes
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composigoes das matérias primas utilizadas e também as diferentes condi¢des de secagem
dos produtos. Assim, a apresenta¢do dos dados da literatura € apenas para conferir se os

resultados obtidos estdo de acordo com os melhores resultados possiveis.

Ao analisar o teor de umidade dos tratamentos, ¢ possivel concluir que os produtos
T1 e T2 sdo diferentes estatisticamente entre si, € com o tratamento T3 sendo igual a
ambos. Essa diferenca entre os tratamentos T1 e T2 pode ser associada ao abaixamento
da temperatura de transi¢ao vitrea no produto apds a hidrolise da lactose, acarretando
assim em um aumento na higroscopicidade do produto, além do fato que a glicose ¢ a
galactose apresentam maior capacidade de hidratagdo que a lactose. Essa elevagao da
higroscopicidade em produtos hidrolisados ja foi relatada na literatura, onde o tratamento
que sofreu hidrolise da lactose (>99%) apresentou umidade de 10,1%, enquanto que o
produto sem hidrolise apresentou umidade de 4,1% (TORRES et al., 2017). Por fim, no
tratamento T3, com a adicdo da maltodextrina, ocorre um produto com menor
higroscopicidade, levando a um valor de umidade um pouco menor que no tratamento

T2.

Em trabalho recente da literatura, os autores encontraram um valor médio de
umidade de 1,82% e 1,67% para os leites de vaca e de camela, respectivamente
(SULIEMAN et al., 2014). A umidade obtida no tratamento T1 (3,30%) estad um pouco
superior, com esses resultados encontrados para leite em pd de vaca e de camela.
Novamente os dados apresentados da literatura foram utilizados apenas como inferéncia

aos resultados obtidos neste trabalho.

Tanto os valores de atividade de 4gua quanto os de umidade, sofrem interferéncia
dos parametros utilizados durante a secagem do produto. Com isso, uma maior
compreensdo das condigdes de secagem € importante para obten¢dao de produtos com

maior tempo de conservagao (PERRONE et al., 2013).

4.1.2 Gordura total e gordura livre

Os resultados obtidos para gordura total (Tabela 4), nos tratamentos T1 e T2, sdo
iguais estatisticamente entre si, porém T3 difere dos outros dois produtos. Esse menor
valor obtido para o produto T3 pode ser justificado pela adigdo de maltodextrina, que

gerou uma dilui¢ao dos componentes presentes no leite em po.
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Os tratamentos T1 e T2 apresentaram, respectivamente, teor de gordura total médio
de 30,42% e 30,00%. Esses valores condizem com os encontrados na literatura para leite
em po de vaca (£ 29,40%) e camela (+ 28,37%), embora sejam oriundos de espécies de
mamiferos diferentes (SULIEMAN et al., 2014). Os resultados também estdo de acordo
para leite em p6 de bufala, que apresentou resultados de gordura total de +

34,08% (BORGES et al., 2017).

Tabela 4 - Resultados de gordura total e gordura livre dos produtos ap6s a produgao.

Tratamento Gordura total (%) Gordura livre (%)
T1 30,42+1,77% 5,67+0,61%
T2 30,00+0,01° 1,88+0,47°
T3 22,92+1,17° 1,59+0,27°

Meédias seguidas de uma mesma letra, como indice, na mesma coluna, ndo diferem entre si
(p<0,05).

T1 — sem hidrélise da lactose, T2 — com hidrdlise da lactose, T3 — com hidrolise da lactose +
maltodextrina.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

O produto T1 apresentou uma concentragdo de gordura livre, estatisticamente,
maior que os produtos T2 e T3 que apresentaram melhores resultados para essa analise.
Esse valor pode estar associado ao fato de que, a transformag¢ao do estado amorfo para o
cristalino da lactose tem efeitos prejudiciais sobre a estabilidade do p6, levando a maiores
niveis de gordura livre no produto, além de uma maior deterioragdo do sabor, aumento da
viscosidade e escurecimento nao enzimatico, com isso, a manutencao do estado amorfo €
uma vantagem porque assim evita a formacao da gordura livre no meio (MCCARTHY et

al., 2013).

4.1.3 Composicao de agticares

A composicao de acucares (Tabela 5) comprovou a eficiéncia da hidrélise da lactose
(98% de hidrdlise), visto que o produto T1 apresentou um valor de lactose de

aproximadamente 30 g.100g™' de produto, o T2 de 0,54 g.100g™ e T3 de 5,93 g.100g™.
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Vale destacar que o valor acentuado de lactose, para o tratamento T3, ¢ devido a presenca
de maltodextrina no produto que apresentou tempo de retengdo proximo, alterando assim
o valor real para lactose. A queda do valor de lactose a resultados proximos de zero, ja

foi relatado na literatura para leite em pé hidrolisado de vaca (TORRES et al., 2017).

Com a quebra da lactose, ocorre a liberacdo de glicose e galactose no meio, assim,
apresenca desses dois aglicares nos tratamentos T2 e T3 também ¢ indicativa da eficiéncia

da hidrolise enzimatica nos produtos (FIALHO et al., 2018).

Tabela 5 - Resultado para a composigao de agucares dos pos.

Tratamento Lactose (g.100g™) Glicose (g.100g™) Galactose (g.100g™)
T1 30,13+0,77° 0,00-£0,00? 0,25+0,00?
T2 0,54+0,21° 12,81+0,70° 12,510,19°
T3 5,93+0,14° 11,01+0,31°¢ 10,7+0,18°¢

Meédias seguidas de uma mesma letra, como indice, na mesma coluna, ndo diferem entre si
(p<0,05).

T1 — sem hidroélise da lactose, T2 — com hidrolise da lactose, T3 — com hidrolise da lactose +
maltodextrina.

*Valor expresso em teor de lactose, considerando a interferéncia da maltodextrina na
quantificacgdo.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

42 GRUPO 1: VARIACAO DA TEMPERATURA NAS CONDICOES DE
ESTOCAGEM

Serdo discutidos neste bloco os resultados das andlises do grupo 1, que sdo
referentes a variagdo da temperatura nas condi¢des de estocagem, onde foram realizadas
as analises de HMF livre, colorimetria, indice de escurecimento, analise de tamanho de

particulas, microscopia eletronica de varredura e indice de polidispersividade.
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4.2.1 HMF livre, colorimetria e indice de escurecimento

Inicialmente, ¢ mostrado na Figura 4, a diferenca qualitativa na coloragdo dos pos
dos trés tratamentos, armazenados nas condi¢des de estocagem C1 e C2 apos os 21 dias

de armazenamento.

Comparando os p6s armazenados na condi¢do de estocagem C1, € possivel perceber
que, os tratamentos T1 e T3 apresentam coloragdo proximas entre si, enquanto que, o
tratamento T2 apresenta uma coloragdo mais amarelada. J& para os pos armazenados em
condicdo C2, o produto Tl mantém sua coloragdao branca, porém, o tratamento T3
apresenta uma coloragao mais intensa, se comparado ao tratamento anterior. Por fim, ¢
possivel perceber que, o tratamento T2 apresenta um avango expressivo da coloracao apos
ser armazenado por 21 dias em condi¢do de estocagem de 50 °C. Visando comprovar esse
avango da coloragao dos produtos nessas duas condi¢des de estocagem, foi realizado nos

produtos as analises de HMF livre, colorimetria e indice de escurecimento (Tabela 6).

Figura 4 - Coloracao dos trés tratamentos ap6s 21 dias de estocagem nas condig¢des C1

(21°C)em A e C2 (50 °C) em B.

[Tratamento T1 ] [Trata mento TZ] [Tratamento T3 ]

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Pode-se afirmar que o produto T2 apresentou concentracao de HMF livre diferente
estatisticamente, quando comparado aos outros dois tratamentos, em ambas as condi¢des

de armazenamento. Parte do avanco da concentracdo do HMF livre esta associada a
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reacdo de Maillard. Essa reacdo ocorre na presenga de aquecimento, com a condensagao
de agticar redutor com agrupamentos amino (aminoécidos, peptideos ou proteinas) e
varios fatores podem intensificar ou retardar o avango desta reacdo, como por exemplo a
temperatura, o pH e o tipo e/ou qualidade do agucar redutor no meio (AALAEI;
RAYNER; SJOHOLM, 2019). O produto T1 apresentou a menor concentracio de HMF
livre, visto que apresentava uma menor concentragao de agucar redutor no meio, gerando
assim um avango da reagdo de escurecimento nao enzimatico menor. O produto T2 exibiu
a maior concentracao de HMF livre, devido ao fato da ocorréncia da hidrolise da lactose,
aumentando a concentracao de agucares redutores no sistema, acelerando a reacdo de

Maillard (NARANJO et al., 2013).

O perfil encontrado neste trabalho também foi relatado na literatura em leite UHT,
onde o produto sem hidrélise da lactose apresentou valores inferiores a 18 pm.L! e o
produto hidrolisado gerou resultados superiores a 30 um.L"!' (NEVES; OLIVEIRA,
2020).

O produto T3, embora tenha sofrido hidrélise da lactose, apresentou concentracdo
de HMF livre inferior ao produto T2 nas duas condi¢des de estocagem. Este fato pode ser
justificado pela presenca da maltodextrina, que por ser um carboidrato ndo redutor, ndo
participa da reacdo de Maillard, gerando assim um impedimento espacial, dificultando a
formacao de HMF livre, como relatado em doce de leite ao adicionar diferentes
concentragdes de sacarose, outro tipo de acucar ndo redutor (FRANCISQUINI et al.,

2019).

Comparativamente, na condi¢ao de estocagem C2, ocorreu uma maior concentragao
de HMF livre que nos produtos estocados em condi¢do C1 para todos os tratamentos. Isto
se deve ao aumento da temperatura, que acelera a velocidade da reagdo de Maillard,
elevando consequentemente os valores de HMF livre. O aumento deste indicador da

reagdo pelo aumento da temperatura, também foi relatado para amostras de mel

(DAMODARAN; PARKIN, 2017; FALLICO et al., 2004).

Os trés tratamentos estocados na condicdo C1 apresentaram coloracdes iguais
estatisticamente para as escalas L e a*. Ja para a escala b*, ocorreu diferenca estatistica
entre os tratamentos T1 e T2, mostrando que o produto sofre um escurecimento quando
ocorreu a hidrolise da lactose. J4 na condi¢do de estocagem C2, os trés produtos sdo

diferentes entre si para os trés parametros de cor (L, a* e b*): o produto T1 apresenta uma
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menor coloragdo, seguido pelo tratamento T3 e por fim o tratamento T2 apresentou uma
coloragdo mais intensa, fato comprovado pelo menor valor de L e pelos maiores valores
de a* e b*. Estes resultados também indicam um maior avango da reagdo de Maillard nos
produtos com maiores concentracdes de agucares redutores, como observado pela técnica
de HMF livre.

Outro meio de comparar o avango do escurecimento dos produtos ¢ por meio do
indice de escurecimento, que leva em consideracao os valores gerados pela colorimetria,
como apresentado na metodologia. Nos pds armazenados, tanto na condi¢ao C1, quanto
na condicdo C2, é possivel constatar que, o produto T2 apresentou um indice de
escurecimento mais acentuado se comparado a T1. O produto T3 apresentou um valor
intermediario aos outros dois tratamentos, ou seja, a adi¢ao da maltodextrina influenciou

de forma significativa o escurecimento dos produtos.

Tabela 6 - Resultados das analises de HMF livre, colorimetria e indice de escurecimento

para os trés tratamentos nas condi¢des de estocagem C1 e C2.

Analise T1 T2 T3
Cl
HMEF livre 105,26 + 28,09° 342,69 £ 75,01° 176,19 + 0,88°
L 94,96 + 0,20° 93,32 + 0,48° 94,34 +(,28°
a’ -1,73 +0,03* -1,42+0,51* -1,83 +0,09°
b’ 6,86 = 0,90 12,17 +1,54° 9,10+ 0,912
IE 5,870,112 12,52 £2,33° 8,47 + 0,96°
C2
HMEF livre 157,68 + 9,74* 986,82 + 167,28° 390,03 + 8,64
L 94,56 + 0,16° 87,64 £ 0,38? 92,50 + 0,01°
a’ -1,67 £ 0,042 2,45 +0,09¢ -1,16 + 0,04°
b 8,40+0,11? 23,28 + 0,49° 15,39 + 0,32°
IE 7,77 + 0,80° 32,28 +0,82° 16,82 + 0,44°

Médias seguidas de uma mesma letra, como indice, na mesma linha, ndo diferem entre si (p<0,05).
T1 — sem hidrélise da lactose, T2 — com hidrdlise da lactose, T3 — com hidrolise da lactose +
maltodextrina. C1 — 21 °C por 21 dias, C2 — 50 °C por 21 dias.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).
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Comparando a condigdo de estocagem Cl e C2 observa-se que o indice de
escurecimento aumentou em todos os produtos na condicao de estocagem C2. Este fato ¢
justificado pelo avango da reagdo de Maillard que ocorre em maior velocidade em

temperaturas mais elevadas (NASSER et al., 2017).

4.2.2 Analise de tamanho de particulas por difracao a laser

Na Tabela 7 encontram-se os resultados referentes a andlise de tamanho de
particulas por difracdo a laser. Esta analise mede o didmetro de particulas devido ao seu
volume. J& na Figura 5, € possivel observar os graficos da distribuicao do tamanho de

particulas para cada um dos trés tratamentos na condi¢ao de estocagem C1 e C2.

Tabela 7 - Resultados da analise de tamanho de particulas para as amostras nas

condigoes de estocagem C1 e C2.

Analise T1 T2 T3
Cl
doo 51,11+ 16,80° 171,18 + 49,33 87,39 + 8,36°
<1 pm 11,73 + 1,22¢ 0,00 = 0,00° 2,95+ 1,59°
C2
doo 113,38 + 13,882 362,74 + 11,59 127,94 + 28,32°
<l um 0,00 + 0,00° 0,00 = 0,00° 0,00 + 0,00

Médias seguidas de uma mesma letra, como indice, na mesma linha, nao diferem entre si (p<0,05).
T1 — sem hidrolise da lactose, T2 — com hidrdlise da lactose, T3 — com hidrélise da lactose +
maltodextrina. C1 — 21 °C por 21 dias, C2 — 50 °C por 21 dias.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

O produto T1 apresentou uma melhor reconstitui¢do, se comparado aos tratamentos
hidrolisados na condicao C1. Este p6 apresentou 11% de suas particulas com tamanho
menor que 1 pm e um menor valor de doo, fato também observado na curva em preto da
Figura 5A, onde a mesma apresenta regides com menores distribui¢des de tamanho. A
regido menor que 1 um ¢ referente as proteinas encontradas no leite (CAMPOS ef al.,
2020). Sabe-se que quanto maior o valor de deo, menor ¢ a eficiéncia de reconstituicdo do

p6. Na literatura, foi encontrado uma pior reconstituicdo do leite em pd de vaca
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hidrolisado quando comparado com o produto sem hidrélise da lactose (TORRES et al.,
2017). Esta situagdo também foi observada para féormulas infantis, onde os produtos com
maiores teores de lactose apresentaram uma melhor reconstituicdo se comparado aos
produtos que sofreram a quebra desse agucar (MASUM et al., 2020). Nesta mesma
condicdo de estocagem, o produto T3, por ter sido adicionado de maltodextrina
apresentou um melhor processo de reconstitui¢ao em relagdo a T2, apesar de ambos serem
hidrolisados. Isto pode ser comprovado pelos menores valores de doo e pela maior

populacao de particulas na regido menor que 1 um do produto T3 (Figura 5A).

Figura 5 - Distribuicao do tamanho de particulas para os tratamentos T1 (preto), T2
(vermelho) e T3 (rosa) nas condig¢des de estocagem C1 (21 °C por 21 dias) em A e C2
(50 °C por 21 dias) em B.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Em condigdo de estocagem C2, o produto T1 apresentou uma melhor reidratagao
se comparado aos outros dois tratamentos. Ao comparar os dois tratamentos que sofreram
hidrélise da lactose, o produto T3 apresentou uma melhor reconstitui¢do se comparado a
T2 devido aos valores obtidos de dyo € para regido menor que 1 pm.

Na condicao C2 foi constatada uma piora na reconstituicdo nos trés tratamentos
quando comprado com os pds da condicdo C1. Um fator que pode justificar a diferenca
na taxa de reidratacdo dos pos quando armazenados em temperaturas diferentes ¢ a
modificacdo da composi¢do superficial do pd, uma vez que ocorre um aumento na
concentragao de lipideos na superficie, ocorrendo assim um abaixamento na concentragao
de outros compostos que apresentam reacoes de interagdo com as moléculas da agua
(NASSER, ef al., 2017) .Outro fator para gerar essa piora na reconstituicdo pode estar
relacionado pelo avango da reacdo de Maillard, que em temperaturas elevadas aumenta a
taxa da reagdo, o que pode prejudicar a solubilidade do produto. Outro fator que também
prejudica a solubilidade do pd, sdo as reagdes de oxidagdo do produto que ocorrem na

medida que o p6 envelhece (DAMODARAN; PARKIN, 2017; THOMAS et al., 2004).

4.2.3 Microscopia eletronica de varredura e indice de polidispersividade

Foram realizadas medidas de microscopia eletronica de varredura nas amostras dos
p6s armazenados nas condigdes de estocagem C1 (Figura 6) e C2 (Figura 7), visando
entender a morfologia dos produtos.

Analisando as imagens, em ambas as condi¢des de estocagem dos produtos, ¢é
possivel constatar que o produto T1 apresenta menos aglomerag¢des quando comparados
aos outros dois tratamentos. J4 no tratamento T3, foi possivel inferir que, existem
particulas com maiores tamanhos se comparadas aos outros tratamentos, fato justificado
a agrega¢ao do produto durante o processo de secagem.

Com o auxilio do software Image], foi possivel calcular o indice de
polidispersividade (PDI), como ¢ possivel observar na Tabela 8. Esse indice infere se a
amostra ¢ caracterizada como monodispersa ou polidispersa. Uma amostra ¢ dita
polidispersa quando o PDI ¢ superior a 0,7, significando que, a amostra nao apresenta
uma homogeneidade no tamanho de suas particulas. Contraposto, uma amostra ¢ dita
monodispersa quando o PDI apresenta valores menores que 0,4, resultando em uma

homogeneidade nas suas distribuicdes (DANAEI et al., 2018).
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Figura 6 - Microscopia eletronica de varredura para os trés tratamentos na condigao de

estocagem C1 (21 °C).
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Figura 7 - Microscopia eletronica de varredura para os trés tratamentos na condicao de

estocagem C2 (50 °C).
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Tabela 8 - Resultados de indice de polidispersividade para as amostras armazenadas nas

condi¢cdes C1 e C2.

Tratamento Estocagem Cl1 Estocagem C2
T1 2,37 £0,55% 2,08 +£0,83%
T2 1,67 £0,15% 1,96 +£0,27%
T3 1,83 £ 0,28 1,77 £ 0,18

Meédias seguidas de uma mesma letra, como indice, na mesma coluna, nao diferem entre si
(p<0,05).

T1 — sem hidrolise da lactose, T2 — com hidrdlise da lactose, T3 — com hidrélise da lactose +
maltodextrina. C1 — 21 °C por 21 dias, C2 — 50 °C por 21 dias.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2021).

Com os valores obtidos pela Tabela 8 ¢ possivel concluir que todos os tratamentos
apresentaram uma distribui¢do classificada como polidispersa, ja que seus valores sdo
superiores a 0,7. Sendo assim, todas as amostras ndao apresentam homogeneidade. Além
disto, a estocagem C2 nao interferiu consideravelmente no indice de polidispersividade
para nenhum dos trés tratamentos; tal fato significa que a estocagem nas condicdes

realizadas no trabalho nao modificou a morfologia das particulas dos pds produzidos.

4.3 GRUPO 2: VARIACAO DA UMIDADE NAS CONDICOES DE ESTOCAGEM

A seguir, serdo discutidos os resultados referentes as analises do grupo 2. Foram
realizadas andlises de isoterma de sor¢do, espectroscopia Raman e quimiometria dos pds

armazenados na condi¢do de estocagem C3.

4.3.1 Isoterma de sor¢ao

A Figura 8 expde o grafico de isoterma de sor¢do para os trés tratamentos
armazenados na condi¢do de estocagem C3.

O produto T1 (curva em azul) obteve uma menor incorporagdo de agua se
comparado aos outros dois tratamentos, sendo possivel verificar uma inflexao entre os
valores de atividade de agua de 0,4 e 0,6. Esta inflexdo esta diretamente relacionada com
o processo de cristalizacao da lactose (TORRES et al., 2016). J4 os produtos que sofreram

hidrolise da lactose, T2 (curva em laranja) e T3 (curva em cinza), foram capazes de reter
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uma maior quantidade de agua por 100 g de solidos, fato que pode ser correlacionado a
hidrolise da lactose nestes dois tratamentos. Este fato também foi observado na literatura
para leite em po6 integral hidrolisado de vaca (TORRES et al., 2016). Por fim, era de se
esperar que a absor¢ao de dgua nos tratamentos hidrolisados acarretasse na cristalizacdo
da glicose e/ou galactose, agucares liberados ap6s a quebra da lactose por meio da lactase,

visto que a lactose cristaliza em umidades relativas mais elevadas, porém esse fato nao

foi observado no presente trabalho (SCHUCK et al., 2005).

Figura 8 - Isoterma de sor¢do para os tratamentos sem hidrolise da lactose (T1), com

hidrolise da lactose (T2) e com hidrélise da lactose + maltodextrina (T3).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

4.3.2 Espectroscopia Raman e quimiometria

A Figura 9 mostra o espectro Raman para o tratamento T1 ap6s a produgdo, com as

principais bandas vibracionais marcadas no espectro. A Tabela 9 representa a tentativa de

atribui¢ao de cada modo vibracional, com base em dados relatados na literatura.
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Figura 9 - Espectro Raman do tratamento sem hidrolise da lactose (T1) apds a produgao

com as principais bandas marcadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

A banda em 2898 cm™! pode ser atribuida ao estiramento simétrico CH3 de proteinas
e carboidratos, enquanto que a banda em 2854 cm™ pode ser atribuida a um modo
vibracional caracteristico de lipideos (estiramento da ligacdo CHz). Em 1747 cm’!,
novamente, pode ser observada uma banda relacionada a lipideos, referente ao modo de
estiramento C=0 dos 4cidos graxos do leite. A banda em 1655 cm™ pode ser atribuida ao
modo amida I de estruturas proteicas e ao modo de estiramento C=C de acidos graxos
insaturados. A banda em 1444 cm™! pode ser assinalada a deformacdo da ligagio CH de
estruturas lipidicas, carboidratos e aminoacidos alifaticos. Finalmente, as bandas

presentes entre 1200 cm™' e 800 cm™ podem ser correlacionadas com diferentes modos
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vibracionais de carboidratos (ALMEIDA, 2011; MAHDAD-BENZERDJEB; TALEB-
MOKHTARI; SEKKAL-RAHAL, 2007; TORRES et al., 2016; ZHOU et al., 2006).

Tabela 9 - Tentativa de atribui¢dao do espectro Raman do tratamento sem hidrolise da

lactose (T1) apds a produgao.

Numero de onda (cm!) Tentativa de atribuicao
2898 vs(CH3)
2854 vs(CHz)
1747 V(C=0)ester
1655 VAmida 1; V(C=C)
1444 d(CH2)
1340 d(C-H); v(C-0)
1122 v(C-0) + v(C-C) + 8(C-O-H)
1082 v(C-0) + v(C-C) + §(C-O-H)
1004 Respiracao do anel (Phe)
877 3(C-C-H) + §(C-0-C)

Fonte: adaptado de (ALMEIDA, 2011; MAHDAD-BENZERDIJEB; TALEB-
MOKHTARI; SEKKAL-RAHAL, 2007; TORRES et al., 2016; ZHOU et al., 2006).

A técnica Raman também foi utilizada para estudar o estado fisico da lactose
presente nos produtos. Com os espectros Raman dos trés tratamentos representados na
Figura 10, € possivel perceber que, em diversas regides dos espectros, ocorrem mudancas
espectrais devido a mudangas no estado fisico da lactose. A maior diferenca observada se
encontra na faixa marcada em cinza na Figura 10, na regido que compreende a faixa entre
2800 cm™! e 3200 cm™!, referente a bandas de carboidratos, como descrito acima. Quando
a lactose se encontra no estado amorfo (espectro em preto), temos o aparecimento de duas
bandas nio muito bem resolvidas. A medida que a cristalizagdo vai ocorrendo, dentro do
processo de transi¢do vitrea (espectro em vermelho), é possivel perceber o inicio da
mudancga espectral, com aparecimento de novas bandas e, ao ocorrer a cristalizagdao
(espectro em azul), as bandas observadas no espectro apresentam melhores resolucdes e

com largura de meia banda menores, como observado anteriormente na literatura

(STEPHANI et al., 2017).
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Figura 10 - Espectro Raman representando os trés estados fisicos da lactose para o
produto sem hidrolise da lactose (T1) ao longo das 9 semanas de analise e em cinza a
regido que sofre modificagdo durante o processo de cristalizacao da lactose que foi

utilizada para realizar o PCA.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Como a espectroscopia Raman apresentou potencial para determinar os estados
fisicos da lactose, foi utilizado tratamento via quimiometria para separar os produtos em
diferentes etapas do processo de cristalizagdo (estado amorfo, transi¢do vitrea e
cristalino), como observado na Figura 11. Como descrito na metodologia, foi utilizada a
regido de 3200 cm™ até 2800 cm™!, visando estudar o processo de cristalizagdo da lactose,

visto que ¢ nessa regido que ocorre as maiores modificagdes no espectro.
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Figura 11 - Separacao dos estados fisicos da lactose por analise de componentes
principais em A e representacdo dos estados fisicos da lactose para tratamento sem
hidrolise da lactose (T1) em B e representacdo dos estados fisicos da lactose para os
tratamentos com hidrélise da lactose (T2) e com hidrolise da lactose + maltodextrina

(T3) em C.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

No tratamento T1, foi possivel verificar que a lactose no pé comegou a entrar no
estado de transi¢do vitrea na primeira semana em atividade de 4gua de 0,775 e na terceira

semana em atividade de agua de 0,554, enquanto que a lactose encontrou-se cristalizada,
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apenas na atividade de dgua de 0,755 a partir da quarta semana. Ambos os fatos, a entrada
no estado de transicdo vitrea e a cristalizacdo da lactose, podem ser justificados em
decorréncia da absorcdao de agua pelo sistema, garantindo assim uma maior mobilidade
para as moléculas de lactose se rearranjarem na forma cristalina (KAMRUL HAQUE;
ROOS, 2004). Em atividade de 4gua menor ou igual a 0,432, a lactose do produto
manteve-se no estado amorfo, visto que a menor presenga de agua no meio nao foi
suficiente para ocorrer o rearranjo necessario para a cristalizagao da lactose (KAMRUL
HAQUE; ROOS, 2004).

Nos produtos que sofreram hidrolise da lactose (T2 e T3), o tratamento via
quimiometria classificou todos os produtos no estado amorfo, visto que a estrutura da
lactose foi quebrada em glicose e galactose, ndo existindo assim o dissacarideo em
concentragdes suficientes para ocorrer a cristalizagao.

A técnica de espectroscopia Raman pode ajudar no controle de secagem de produtos
lacteos em po devido a possibilidade de gerar uma maior padroniza¢do do produto, ndo
apenas apos a secagem, mas também durante o processo de desidratacdo dos mesmos.
Além disto, a técnica apresenta uma andlise mais simples que outras técnicas, ndo ¢
destrutivel e ¢ considerada uma técnica multicomponente, ou seja, ¢ possivel estudar

diversos compostos presentes nos produtos a0 mesmo tempo.
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5 CONCLUSAO

A secagem do produto T1 seguiu sem problemas, ja os produtos hidrolisados
apresentaram a formacao de pontos de adesdo na cadmara de secagem, onde o produto com
a adicdo de maltodextrina apds a dilui¢do, apresentou melhores resultados na secagem.

Analisando os resultados das analises de caracterizacao dos produtos ¢ possivel
concluir que os trés tratamentos apresentaram valores de atividade de agua proximo do
esperado. Para a andlise de umidade o produto T2 apresentou um maior valor se
comparado aos outros dois tratamentos. As hidrolises da lactose nos tratamentos T2 e T3
foram de aproximadamente 98%, resultados comprovados pela composi¢ao dos teores de
agucares presentes nos produtos. O tratamento T1 apresentou maior concentragao de
gordura livre, fato que pode ser justificado pela cristalizagdo da lactose no produto, e por
fim o tratamento T3 apresentou um valor de gordura total menor que os outros
tratamentos, visto que a adicdo da maltodextrina resultou em uma dilui¢do dos
componentes presentes no leite.

No grupo de anélises G1, onde foi analisada a variacdo da temperatura durante o
processo de armazenamento dos produtos, € possivel concluir que o tratamento T2
apresentou maiores valores de HMF livre, uma pior capacidade de reidratagdo e um maior
avanco da coloragdo se comprado a T1 e T3 na condi¢do de estocagem C1 e C2.
Comparando os resultados entre as duas condigdes, todos os parametros analisados
apresentaram uma piora na condicao C2; esta piora das condi¢des ¢ associada a maior
temperatura de armazenamento, causando o avango de diversas reagdes que degradam o
produto, entre elas a reacdo de Maillard.

No grupo de analises G2, onde os produtos foram armazenados em diversos
ambientes com condi¢des de umidade relativa diferentes, foi possivel perceber que no
tratamento T1, a lactose se encontra cristalizada em atividades de 4gua maiores, enquanto
os produtos hidrolisados ndo apresentam a cristalizagdo. A técnica de espectroscopia
Raman associada a tratamento quimiométrico mostrou-se uma aliada no estudo de
caracterizacao desses agucares, devido a praticidade que a técnica proporciona.

Vale salientar que ao analisar todos os resultados obtidos neste trabalho ¢ possivel
perceber que apenas a manuten¢do do estado amorfo do produto ndo gera a garantia de
obtenc¢do de melhores produtos no final do processo. Ambos os tratamentos T2 e T3, por
serem hidrolisados se encontravam em estado amorfo ao longo de todo o estudo, porem

apresentaram piores resultados de HMF livre, reidratagdo, cor, entre outros, perante ao
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produto T1 que ao longo do tempo poderia sofrer o processo de cristalizagcdo da lactose.
Vale ressaltar também que a adi¢cdo da maltodextrina auxiliou em melhores resultados ao
comprar os dois tratamentos que sofreram hidrolise da lactose, se tornando assim um
otimo aliado na produgao de produtos lacteos em p6 de bufala hidrolisados que tenham
como objetivo final o consumidor direto.

Por fim ¢ possivel concluir que o leite de bufala apresenta maior facilidade no
processo de secagem que o leite bovino devido ao seu alto valor proteico que auxilia no
processo de secagem. Além disso foi possivel perceber que a produgdo de pods sem
hidro6lise da lactose ¢ mais simples que de produtos hidrolisados. Os pos que sofrem
hidrdlise da lactose também necessitam de um melhor controle de armazenamento (menor
valor de temperatura e umidade) que o produto tradicional visto que esses produtos podem

desenvolver diversas caracteristicas indesejaveis aos pos.
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