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Study of the melting point and solubility of lactose crystals in
sweetened condensed milk using optical microscopy and Raman
spectroscopy
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RESUMO

O estudo dos pardmetros fisico-quimicos como a temperatura de fusio e a
solubilidade dos cristais de lactose no leite condensado justifica-se pela necessidade
de solubilizagdo de cristais de lactose em algumas etapas do processamento deste
produto nas industrias bem como a auséncia destes dados na literatura cientifica.
A presenca de grandes cristais de lactose no leite condensado ¢é indesejavel ao
consumidor final, comprometendo assim a qualidade sensorial do produto. O
objetivo deste trabalho foi determinar a temperatura de fus@o dos cristais de lactose
e a propor¢ao ajustada da solugdo de reprocessamento, composta da mistura de leite
condensado/diluente, fornecendo duas metodologias alternativas para aperfeigoar a
qualidade do produto. Utilizou-se um sistema controlador de temperatura acoplado
a0 microscopio Optico para acompanhar a rampa de aquecimento até a fusio efetiva
dos cristais de lactose nas amostras de leite condensado, solugdes de reprocessamento
e na solucdo diluente, onde obteve-se a temperatura média de fusdo dos cristais no
leite condensado que foi de 83,3 °C. Utilizou-se a analise microscopica nas amostras
e a partir das micrografias das solugdes de reprocessamento, pode concluir que a
amostra T, seria a mais adequada para corrigir o defeito de arenosidade. A partir do
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espectro Raman observou-se o perfil espectroscopico de todas as amostras e atribuiu-
se as bandas caracteristicas de cristalizagdo dos agucares. Desta forma, foi possivel
determinar os parametros de temperatura e dilui¢do para o reprocessamento do leite
condensado visando minimizar o problema da arenosidade.

Palavras-chave: agucares; arenosidade; reprocesso; diluente.

ABSTRACT

The study of physical-chemical parameters such as the melting point and
lactose crystals solubility in sweetened condensed milk is justified by process stage
demand of this product in industries, as well as the lack of these data in the scientific
literature. The undesirable presence of large lactose crystals in sweetened condensed
milk compromises the sensory quality of the final product. The aim of this study was
to determine the melting point of the lactose crystals and the adjusted proportion of
the reprocessing solution, made up of a mixture of sweetened condensed milk/diluent.
The study provided two alternative methodologies to enhance the quality of the final
product. A temperature control system coupled to the optical microscope was used
to monitor the heating ramp until the effective melting of the lactose crystals in the
samples of sweetened condensed milk, reprocessing solutions, and diluent solution.
The average melting temperature of crystals in sweetened condensed milk was 83.3
°C. Microscopic analyzes were performed on the samples, and from micrographs of
the reprocessing solutions, it was concluded that the T, sample is the most suitable
to correct the problem of sandiness. The spectroscopic profile of all samples was
observed by Raman spectroscopy and attributed to the characteristic bands of sugar
crystallization. Therefore, it was possible to determine the temperature and dilution
parameters for the reprocessing of sweetened condensed milk in order to minimize
the problem of sandiness.

Keywords: sugars; sandiness; reprocessing; diluent.

INTRODUCAO

Leite condensado ¢é o produto resultante
da desidratacdo parcial do leite, leite
concentrado ou leite reconstituido, com
adicao de agucar, podendo ter seus teores de
gordura e proteina ajustados unicamente para
o atendimento das caracteristicas do produto
(BRASIL, 2018a). Pela defini¢do quimica,
consiste predominantemente de uma solugdo
saturada de lactose. De acordo com o Codex
Alimentarius (2006), o leite condensado
possui composi¢do minima de: 8% m/m de
gordura lactea, 28% m/m de sélidos lacteos
e 34% m/m de proteina lactea nos solidos

lacteos nao gordurosos. Pode ser obtido pela
remogao parcial da agua do leite e posterior
adi¢do de sacarose ou por qualquer outro
processo que conduza a um produto com a
mesma composi¢ao e caracteristicas (RENHE
etal.,2011).

A cristalizagdo da lactose no leite con-
densado apos a evaporagdo e a adigdo de
sacarose ¢ induzida durante o resfriamento do
produto, e ocorre devido a alta concentragao
de lactose (> 37 g de lactose/100 g de 4gua),
além de uma elevada concentragdao de
sacarose (> 157 g de sacarose/100 g de agua)
(PEREIRA et al., 2019).

A formacgdo dos cristais de lactose
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no leite condensado por meio da inducéo
denomina-se nucleagdo secundaria e tem
como finalidade a obtencdo de um produto
final com melhores atributos sensoriais
(NICKERSON, 1974). A cristalizagdo deve
ocorrer pela inser¢do de microcristais de
lactose e em seguida feito o resfriamento, em
condigdes ajustadas, para que se possa evitar
a formagdo de grandes cristais (PERRONE
et al., 2019). A nucleagdo secundaria deve
ocorrer antes da cristalizagdo espontanea da
lactose, seguido pelo controle de temperatura
e taxa de agitagdo, com a finalidade de se obter
um produto de textura suave e homogénea
(SIMEAO, 2018).

A solubilidade pode ser definida pela
quantidade méaxima de uma dada substéncia,
em gramas, que pode ser solubilizada em
100 g de agua, sendo func¢do da temperatura.
A solubilidade da lactose no leite condensado
¢ diminuida com o aumento de sacarose no
meio, ¢ também diminuida pela elevagdo da
temperatura do sistema, sendo este efeito mais
evidente em solugdes com alta concentragdo
(NICKERSON; MOORE, 1972). A falta de
controle de tais pardmetros pode ocasionar
defeitos no produto, em especial a arenosidade,
no qual os cristais de lactose s@o perceptiveis
ao paladar, possuindo tamanhos superiores a
25 um (SILVA et al., 2015; STEPHANI et al.,
2017). Portanto, faz-se necessario, em alguns
casos, a inclusdo da etapa de reprocessamento
na linha de produg¢@o afim de obter a qualidade
desejada do produto final.

A arenosidade pode ser determinada
com o auxilio da técnica de microscopia
Optica, na qual pode-se observar a presenga
de cristais no produto a olho nu. Outra técnica
alternativa para a determinagao de cristais é a
espectroscopia Raman.

A microscopia Optica ¢ uma das técnicas
experimentais mais exploradas para analise
de cristais em amostras de alimentos, sendo
possivel com a utilizacdo da mesma avaliar
o tamanho, o nimero de cristais, a taxa de

cristalizacdo e os tipos de cristais presentes em
uma determinada amostra (SCHUMACHER,
2015).

A espectroscopia Raman é uma técnica
muito vantajosa e rapida, em que a amostra nao
necessita de tratamento prévio. Os resultados
sdo obtidos por espectros caracteristicos de
cada modo vibracional presente na amostra,
que podem-se relacionar com as bandas
caracteristicas de cristalizagdo de um dado
componente (ALMEIDA, 2011). O mi-
croscopio Optico do espectrometro Raman
acoplado a um controlador de temperatura,
possibilita a analise de inimeros pardmetros
fisico-quimicos visando melhor entendimento
do controle de qualidade de alimentos.

Neste contexto, o objetivo desse tra-
balho foi determinar a temperatura de fusao
completa dos cristais de lactose presentes
na amostra de leite condensado, além de
obter a proporcao ajustada da diluigdo das
amostras de leite condensado em uma solu-
¢do de sacarose (diluente) propiciando a
solubilizagdo completa dos cristais.

MATERIAL E METODOS
Amostras

As amostras de leite condensado bem
com o leite pasteurizado integral foram
obtidas de um mesmo lote de uma empresa
localizada no estado de Minas Gerais.

Foram preparadas solugdes de re-
processamento (T,, T, T,, e T,) com
proporg¢des pré-definidas baseando-se em
valores utilizados atualmente pela industria
alimenticia. As solugdes de reprocessamento
consistem na mistura de leite condensado e
diluente, sendo este composto por sacarose
e leite pasteurizado (na proporgdo 20 g de
sacarose em 100 g de leite pasteurizado). As
amostras e suas respectivas proporgdes sao
apresentadas na Tabela 1. Todas as solugdes
foram preparadas 24 horas antes das analises.
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Microscopia

Na literatura ndo ha uma metodologia
especifica para a analise dos cristais de lactose
em produtos lacteos. Desse modo, adaptou-se
a metodologia utilizada no estudo de Hough
et al. (1990) para a avaliagdo microscopica
dos cristais de lactose em doce de leite.
Utilizou-se o microscopio Optico trinocular
monocromatico da marca Medlux, modelo
MC30, com area do campo microscopico de
~ 0,1 mm?, utilizando a lente objetiva de 40x
e abertura numérica de 0,85.

Foram preparadas seis laminas de cada
uma das amostras descritas na Tabela 1 para
avaliacdo do perfil, tamanho e contagem dos
cristais. Pesou-se exatamente cerca de 3 mg
a 4 mg de cada uma das amostras sobre a
lamina, em seguida, mediu-se o didmetro das
mesmas, sendo este relacionado ao tamanho
médio dos cristais. A partir de cada lamina
obteve-se 10 micrografias correspondendo a
10 campos aleatorios (RENHE et al., 2018).
As andlises foram realizadas na temperatura
ambiente (~25 °C), sem tratamento prévio
das amostras.

A contagem média do nimero de cristais
de lactose por grama em cada campo foi
realizada mediante a utilizacdo da Equagao 1
(HOUGH et al., 1990):

(Equagdo 1)

Em que:
N = niimero de cristais por grama de leite
condensado;
nF =média do nimero de cristais observados
(10 campos aleatorios);
R? = raio do circulo formado pela amostra
entre a lamina e a laminula elevado ao
quadrado (mm?);
F = area do campo microscopico (mm?);
W =massa da amostra de leite condensado (g).

Analises fisico-quimicas

As andlises do leite pasteurizado e
da amostra de leite condensado realizadas
foram: umidade pelo método gravimétrico
(IDF, 1988), gordura pelo método de Gerber
(IDF, 2008), teor de proteina pelo método
de Kjeldahl (IDF, 1993), residuo mineral
fixo pelo método gravimétrico (CUNNIFF,
1997), lactose pelo método de Lane & Eynon
(BRASIL, 2006), solidos totais obtido pela
diferenga entre o valor da constitui¢do total e
aumidade, s6lidos soluveis por refratometria,
°Brix, e a sacarose obtida por diferenga
(RENHE et al., 2011).

Temperatura de fusido dos cristais de
lactose

Para determinagdo da temperatura de
fusdo dos cristais de lactose das amostras,
utilizou-se o microscopio BX51 com fonte de

Tabela 1 — Descri¢do da composicao de todas as amostras analisadas

Identificacdo Composicio (% m/m)
LC Leite condensado
Diluente 20g de sacarose + 100g de leite pasteurizado
T90 90g de leite condensado + 10g do diluente (90/10)
T80 80g de leite condensado + 20g do diluente (80/20)
T50 50g de leite condensado + 50g do diluente (50/50)
T20 20g de leite condensado + 80g do diluente (20/80)
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iluminagdo aldgena brilhante 12V/100W com
lente objetiva de 50x, acoplado a um sistema
de controle de temperatura modelo Linkan
FTIR 600 no qual possui platina termométrica
para infravermelho (-196 °C até 600 °C).
Utilizou-se uma rampa de aquecimento com
uma faixa de temperatura entre 25 °C e 70 °C
para cada amostra (n=3), e as micrografias
foram obtidas de 5 °C em 5 °C. A taxa de
aquecimento durante todas as analises foi de
3 °C/ min. A observagdo da fusdo completa
dos cristais foi realizada de forma direta no
microscopio e registrada por gravagdo de
videos.

Espectroscopia Raman

Para a obteng@o dos espectros Raman e
posterior avalia¢do do efeito da solubilizagao
dos cristais de lactose das amostras, utilizou-se
o espectrometro Bruker FT- Raman RFS 100
equipado com detector de GE refrigerado com
nitrogénio liquido, e emissdo de laser Nd: YAG
com excitacdo em 1064 nm. As amostras foram
colocadas em cubetas de quartzo 10x10 mm
com incidéncia do laser com poténcia de 200
mW. Realizou-se 512 scans, os quais foram
coletados com resolugdo espectral de 4 cm’!

em uma regido compreendida entre 3200 cm’!
¢ 200 cm (ALMEIDA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos das andlises
fisico-quimicas do leite pasteurizado e do leite
condensado estdo apresentados na Tabela 2.

A composicdo do leite pasteurizado
e do leite condensando estdo de acordo
com os padrdes exigidos pelo Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) e Codex Alimentarius (BRASIL,
2018b; RENHE et al., 2011).

Na Figura 1 estdo apresentadas as
micrografias referentes a amostra de leite
condensado (LC), das solugdes de repro-
cessamento (T,,, T, T, e T, ) assim como as
micrografias da solucdo diluente. Observa-se
que quanto maior a quantidade da solugdo
diluente, menor a quantidade de cristais de
lactose inicialmente presentes no meio nas
temperaturas entre 25 °C e 30 °C. O leite
condensado ¢ um produto no qual quanto
menor o tamanho dos cristais, melhor sera a
qualidade do produto final.

A quantidades de cristais, bem como
as médias dos seus respectivos tamanhos

Tabela 2 — Composi¢do fisico-quimica do leite pasteurizado e do leite condensado

Parimetros

Leite pasteurizado

Leite condensado

Solidos totais (%)
Gordura (%)
Proteina (%)
Lactose (%)
Residuo Mineral fixo (%)
Sacarose (%)

Solidos Soluveis (°Brix)

12,1 £0,1 73,3 £0,6
34+0,1 8,2+0,2
2,9+0,1 6,3+0,2
4,7+0,1 10,8 £ 0,7
0,9+ 0,1 1,402

* 45,7+ 0,6

* 71,0+ 0,5

*ndo analisado
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nas amostras estdo apresentadas na Tabela 3.
Esses resultados corroboram aos resultados
obtidos através das micrografias. Observa-
se a partir das micrografias da solugdo de
reprocessamento T,  que ndo ha no sistema
lactose na forma cristalina (cristal do tipo
tomahawk), foi encontrado somente algumas
estruturas globulares que ndo se referem
a lactose. Portanto, a solugdo T, teria a

propor¢do mais aplicavel para a industria de
leite condensado.

As micrografias referentes a rampa de
aquecimento, visando identificagdo da tem-
peratura de fusdo dos cristais de lactose para
cada amostra também estdo representadas na
Figura 1. E possivel perceber a influéncia da
concentragdo do diluente na temperatura de
fusdo dos cristais presentes nas solugdes de

Figura 1 — Micrografias com aumento de 500x obtidas em diferentes temperaturas: LC (leite
condensado); T, (90 g de LC e 10 g de diluente); T, (80 g de LC e 20 g de diluente); T, (50
g de LC e 50 g de diluente); T, (20 g de LC e 80 g de diluente); Diluente (solugdo de 20 g de

sacarose em 100 g de leite pasteurizado).
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reprocessamento T,, T, e T, , assim como
a influéncia do aquecimento nos cristais
de lactose presentes no leite condensado.
Podemos observar que ha uma diminui¢do da
temperatura de fuso dos cristais de lactose nas
amostras com maior concentracio do diluente,
pois com o aumento da dilui¢do ha uma menor
saturacdo da lactose consequentemente menor
quantidade de cristais presentes em solugao,
conforme os dados apresentados na Tabela 3.
As concentragoes teodricas de lactose nas amos-
tras estudadas estdo apresentadas na Tabela
4, essas foram obtidas utilizando os dados de
composi¢ao fisico-quimica dos produtos.
Nao ha relatos na literatura de
dados sobre a relagdo da temperatura na
solubilidade da lactose aplicado na amostra
de leite condensado. Objetivando uma
projecdo tedrica, utilizou-se uma solucao
modelo, ou seja, uma solugdo de lactose em
agua. Assim, a partir dos dados obtidos da
temperatura de fusdo experimental de cada
amostra e da solubilidade inicial da a-lactose
apresentados por Whittier (1944) e Schuck
(2018), foi possivel estimar a solubilidade
da lactose em leite condensado (Tabela 4).

Figura 2 — Curva de solubilidade inicial
da a-lactose em agua, construida utilizando
os dados combinados de Whittier (1944) e
Schuck (2018)

Comparando-se os valores de tem-
peratura de fusdo experimental com os
propostos do modelo de Whittier e Shuck,
pode-se concluir que os mesmos sdo bem
préoximos, mas nio se encontram dentro do
intervalo de confianga. Isso se deve ao fato
de que os trabalhos encontrados na literatura
cientifica se baseiam na solubilidade da

Tabela 3 — Quantidade de cristais de lactose por grama de leite condensado e tamanho médio

dos cristais

Cristais de Lactose

Amostra’ Quantidade (n°/g) Tamanho (um)
LC (9,3 +1,0)x108 9,8+1,0
T,, (4,0 +1,0)x108 18,7+1,0
T,, (3,5 +1,0)x108 18,8 +1,0
T,, (1,9 £ 1,0)x107 142+2,0
T, X X

Diluente X X

* LC (leite condensado); T, (90 g de LC e 10 g de diluente); T, (80 g de LC e 20 g de diluente); T, (50 g de
LC e 50 g de diluente); T,, (20 g de LC ¢ 80 g de diluente); diluente (solu¢do de 20 g de sacarose em 100 g de

leite). X: ndo houve presenga do parametro analisado.
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lactose em agua e neste trabalho, a matriz
¢ mais complexa quando comparado com a
agua. Os valores encontrados na literatura
para a temperatura de fusdo dos cristais
de lactose nas amostras T, e diluente sdo
inferiores a temperatura inicial da analise que
foi de 25 °C, ou seja, nesta temperatura nao
seria possivel encontrar lactose cristalizada,
fato este comprovado experimentalmente.

O ambiente quimico das amostras pode
ser analisado a partir dos espectros mostrados
na Figura 3.

Os espectros Raman sdo complementares
as analises microscopicas realizadas. A partir
da interpretacdo dos espectros pode se
concluir que ha diferenga entre eles, sendo
mais evidentes na regido de 2900 cm™,
atribuida ao estiramento da ligagdo C-H, na
regido de 1100 cm™ refere-se ao estiramento
C-O e na regido de 850 cm! atribuida ao
modo vibracional da ligacao glicosidica dos
carboidratos presentes. Com o aumento da
dilui¢do ha um aumento da quantidade de
sacarose no sistema, fazendo com que os
espectros fiquem menos definidos, pois os

Intensidade Raman (u.a.)

cristais de lactose estdo solubilizados no meio
(ALMEIDA, 2011).

1836

DILUENTE /\ i

A A

1360

T T T 7/7T T T T T T T
3400 3200 3000 2800 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Numero de onda (cm'l)

Figura 3 — Espectros Raman das amostras
analisadas: LC(leite condensado puro); T4,(90 g
de LC e 10 g de diluente); T, (80 gde LC ¢
20 g de diluente); T,, (50 g de LC e 50 g de
diluente); T,, (20 g de LC e 80 g de diluente);
DILUENTE (solugdo de 20 g de sacarose em 100
g de leite pasteurizado)

Tabela 4 — Dados da concentracdo de lactose em cada amostra e temperaturas de fusdo dos
cristais obtidas experimentalmente por microscopia e temperaturas calculadas de solubilidade
inicial da forma o-lactose previstas a partir dos trabalhos de Whittier (1944) e Schuck (2018),
para solugdes de lactose em agua nas concentragdes correspondentes

Temperatura Temperatura calculada da
Amostra* Lactose"i* de fusdo por solubilidade inicial da forma
(g/100g de dgua) microscopia (°C)  a-lactose por Whittier; Schuck (°C)

LC 40,60 83,3+3,0 80,3

T90 32,34 65,0+ 5,0 71,8

T80 26,23 56,7+ 3,0 64,1

T50 14,73 41,7+3,0 42,8

T20 8,25 X 21,3
Diluente 5,31 X 5,0

* LC (leite condensado); T,

(90 g de LC € 10 g de diluente); T, (80 g de LC e 20 g de diluente); T (50 gde LC e 50

g de diluente); T, (20 g de LC e 80 g de diluente); diluente (solugdo de 20 g de sacarose em 100 g de leite). X: ndo
houve presenca do parametro analisado.** valores calculados utilizando as analises de composi¢ao fisico-quimicas.
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CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos experimental-
mente, pode ser encontrada a temperatura de
fusdo dos cristais de lactose presentes no
leite condensado, como também a proporcao
ajustada para que se possa realizar a etapa de
reprocessamento com eficiéncia. Logo, para
a corre¢do da arenosidade foram obtidas duas
alternativas. A primeira consiste no aque-
cimento do produto final acima de 83,3 °C
e a segunda seria diluir o leite condensado
na quantidade de 20 g do mesmo para 80 g
da solugdo de diluente (20 g de sacarose em
100 g de leite pasteurizado). Portanto, a
temperatura de fusdo e a proporgao de leite
condensado em diluente encontrada neste
trabalho pode ser utilizada na industria de
forma a reduzir possiveis prejuizos devido a
falha de processamento do leite condensado.
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