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CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE DE PARTICULAS DE
PRODUTOS LACTEOS DESIDRATADOS

Characterization of the particles surface of dried dairy products
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Fernandes Carvalho?®, Luiz Fernando Cappa Oliveira’, Rodrigo Stephani'*

RESUMO

Durante o processo de produgdo ou estocagem dos lacteos desidratados, os
constituintes do leite podem sofrer redistribui¢des, resultando em uma heterogeneidade
entre a superficie e seu interior. O principal objetivo deste trabalho foi realizar o
mapeamento das superficies de diferentes produtos lacteos desidratados, com o
uso combinado da espectroscopia Raman e a microscopia eletronica de varredura
(MEV) acoplada a espectroscopia por energia dispersiva (EDS). Caracterizou-se as
superficies das particulas em ambos os instrumentos e realizou-se 0 mapeamento,
dentro de populagdes especificas. A proposta de associar as diferentes técnicas visou,
além de obter dados complementares, mostrar que ¢ possivel avangar na pesquisa
dos produtos lacteos, quando se analisa as particulas sob diferentes perspectivas
analiticas. Todas as analises foram realizadas a partir de produtos industrializados
com lotes, datas de fabricacdo e validade monitoradas. A partir da andlise dos perfis
espectroscopicos das particulas foi possivel verificar diferengas tanto do conjunto
de particulas bem como das particulas alvo isoladamente. Foi possivel realizar a
caracterizacgdo das particulas utilizando diferentes técnicas analiticas fornecendo um
conjunto de dados que amplia informagdes acerca das particulas dos pos estudados.
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ABSTRACT

During production or storage of dehydrated dairy products, milk constituents
may undergo redistribution, resulting in heterogeneity between the surface and
its interior. The main objective of this work was to map the surfaces of different
dehydrated dairy products, with the combined use of Raman spectroscopy and
scanning electron microscopy (SEM) coupled with energy dispersive spectroscopy
(EDS). It was intended to characterize the surfaces of the particles of interest in
both instruments and to perform the mapping of these, within specific populations.
The proposal to combine different techniques aimed, in addition to obtaining
complementary data, to show that it is possible to advance in the research of dairy
products when analyzing the particles under different analytical perspectives. All
analyzes were carried out from industrialized products with lots, manufacture and
validity dates monitored. From the spectroscopic profiles of the particles, it was
possible to verify differences when the set of particles was analyzed, as well the
target particles alone. It was possible to perform the characterization of the particles
using different analytical techniques providing a data set that expands information

about the particles of the dairy powders analyzed.
Keywords: energy dispersive spectroscopy, Raman mapping, scanning electron

microscopy.

INTRODUCAO

A matriz do leite ¢ de grande comple-
xidade, sendo constituida por aproximadamente
cem mil constituintes distintos, mas a maioria
deles ainda ndo foram identificados (SILVA,
1997). Devido a composi¢ao quimica e a sua
micro e nanoestrutura, podemos definir o leite
como um material complexo, no qual hd uma
emulsdo de gordura e uma dispersdo coloidal
de proteinas em uma solugdo aquosa de sais,
vitaminas, peptideos e lactose (EVANS et
al., 2017).

Leite e seus derivados podem ser pre-
servados pela retirada da dgua por meio
da concentrac¢ao utilizando-se calor ou
tecnologia de membrana seguida da secagem.
A desidratacdo a partir do leite fluido
confere vantagens, seja pela redugdo de
custos de armazenamento e transporte, como
no aumento do tempo de conservacgdo do
alimento (CARVALHO et al., 2016).

Os produtos lacteos desidratados

sdo produzidos por spray dryer através
da pulverizagdo ou atomizacdo, onde se
presume que os componentes do leite estdo
distribuidos uniformemente pela solugdo. No
entanto, durante o processo de secagem, esses
componentes sdo redistribuidos, resultando
em uma heterogeneidade entre a superficie e o
nucleo da particula. A distribui¢ao superficial
dos componentes depende de uma grande
variedade de fatores relacionados ao processo
e/ou as propriedades liquidas iniciais (KIM et
al. 2009; MURRIETA-PAZOS et al., 2012).
Em tecnologias mais avangadas, Zhong et
al. (2017) demonstraram que a intensidade
do tratamento térmico para producdo do
leite em pd pode afetar sua composicio,
microestrutura, estado de aglomeragao e suas
propriedades em geral, como comportamento
de fluxo e caracteristica de reidratacdo.
Portanto, o controle de qualidade desses
produtos é de grande importancia.
Diferentes técnicas analiticas estdo sendo
utilizadas para melhorar a investigacdo da
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superficie dos produtos lacteos desidratados.
O uso concomitante de técnicas como a
microscopia eletronica de varredura (MEV),
espectroscopia de raios X por dispersdo em
energia (EDS), espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raios X (XPS), permitiram o
desenvolvimento de modelos de composi¢ao
de gradientes para pos integrais e desnatados
aglomerados ou ndo (MURRIETA-PAZOS
etal., 2012).

A espectroscopia Raman ¢ adequada
para analise de amostras sélidas e liquidas,
fornecendo dados qualitativos e quantitativos.
E um método analitico nio destrutivo onde
objetos estudados ndo requerem preparagao
especial e os espectros sdo obtidos para
amostras em seu estado natural, simplificando
assim as analises. A espectroscopia Raman
tem sido utilizada para controle de qualidade
e analises quantitativas de leite em po, e para
amostras adulteradas com soro e melamina
(MAZUREK et al., 2015). A espectroscopia
Raman ¢ uma técnica versatil, rapida,
determina mais de um componente a0 mesmo
tempo, ndo utilizando reagentes e nao gerando
subprodutos toxicos. Além disso, as amostras
nao necessitam de pré-tratamento (ALMEIDA
etal.,2011).

A espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raios X (XPS) fornece
informagdes elementares (porcentagens
atomicas) e quimicas (porcentagens de
ligagdo) dos primeiros 5 a 10 nm de pro-
fundidade da particula de p6. A partir dos
valores atdmicos, as determinag¢des das
porcentagens dos principais componentes
presentes na superficie dos lacteos em po
(proteina, lactose e lipidios) podem ser feitas
com o auxilio de uma férmula de matriz
(MURRIETA-PAZOS et al., 2012).

Outra maneira classica de caracterizar
a superficie de lacteos em pd € o uso da
microscopia eletronica de varredura (MEV).
Diferentes teores de lactose, lipidios e
proteinas foram relacionados a topografia da

superficie: pds targidos, lisos ou irregulares.
No entanto, qualquer quantificagdo com esta
técnica era impossivel. A investigagdo da
superficie dos pos a uma profundidade de 1
pum ¢é possivel com a ajuda da espectroscopia
de raios X por dispersdo em energia (EDS).
Esta técnica foi realizada apenas para pos
inorganicos e farmacéuticos, mas no campo
de alimentos em po6 ainda ndo tinha sido
relatado seu uso. Faltam informagdes sobre
o gradiente de composi¢ao desde a superficie
até o nucleo para pds de leite classicos,
como pos de leite integral e pos de leite
desnatado variaveis (MURRIETA-PAZOS
et al., 2012). A composi¢do da superficie de
p6s aglomerados ainda ndo foi amplamente
estudada merecendo assim aten¢do neste
trabalho.

O presente trabalho realizou o ma-
peamento das superficies combinando a
espectroscopia Raman com a microscopia
eletronica de varredura (MEV) acoplada
a energia dispersiva (EDS). A proposta de
associar as diferentes técnicas visou, além
de obter dados complementares, mostrar que
¢ possivel avancar na pesquisa dos produtos
lacteos quando se analisam as particulas
sob diferentes perspectivas analiticas.
Nesse sentido, objetivou-se caracterizar
as superficies das particulas de interesse
utilizando ambas as técnicas citadas acima
e realizar o mapeamento destas, dentro
de populagdes especificas, a fim de gerar
informacdes relevantes sobre a composi¢ao
das superficies.

MATERIAIS E METODOS
Amostras

As amostras utilizadas neste trabalho
foram obtidas a partir de produtos in-
dustrializados com lotes, datas de fabricagdo
e validade conhecidos, pertencentes a 4
diferentes marcas de mercado. Foram
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analisadas 3 amostras de cada produto,
provenientes de diferentes lotes, sendo as
analises realizadas em triplicata. Realizou-
se a analise de seis diferentes produtos,
sem tratamento das amostras, sendo: leite
em po integral (LPI), creme de leite em po
(CR), leite em po6 desnatado (LPD), soro
em pé parcialmente desmineralizado (SO),
concentrado proteico de leite (MPC, na sigla
em inglés), concentrado proteico de soro
(WPC, na sigla em inglés), sendo produtos
originados a partir da desidratacdo do leite
e do soro.

Instrumentacio e métodos de analise

A morfologia, a distribui¢do e o tamanho
das particulas das amostras dos produtos
lacteos desidratados foram avaliados por
microscopia eletronica de varredura modelo
Hitachi TM 3000 (Hitachi Ltd., Tokyo,
Japan). A microscopia eletronica de varredura
foi utilizada para a escolha das particulas
alvo para as posteriores analises. Foram
utilizadas diferentes magnificagdes para a
caracterizagdo das amostras. A espectroscopia
de raios X por dispersdo em energia (EDS)
forneceu a composi¢do semiquantitativa dos
elementos quimicos presentes nas particulas
alvo escolhidas.

Para a espectroscopia Raman foi utilizado
o espectrometro FT-Raman da marca Bruker,
modelo RFS/100, utilizado como radiagdo
excitante a linha laser Ap=1064 nm (laser
de Nd/YAG), com poténcia de 85 mW ¢ 512
varreduras. Esta analise forneceu informagdes
sobre a macrocomposi¢do dos principais
componentes das amostras como lipidios,
proteinas e lactose.

Para a analise das particulas alvo
escolhidas através do MEV e sua identificag¢do
foi utilizado o espectrometro dispersivo
Raman com microscopia 6ptica Bruker,
modelo SENTERRA. Os dados espectrais
foram coletados utilizando radiac¢do excitante

com linha laser Ao = 632,8 nm. A poténcia
laser utilizada foi de 10 mW. A objetiva de
magnificacdo foi de 50X, gerando um foco
de 4 um (DENECKERE, 2012). O tempo de
integracdo de 25 segundos e 4 condigdes.
Esses foram os pardmetros utilizados para
cada analise. Os dados fornecidos através
da espectroscopia Raman no equipamento
SENTERRA forneceu informag¢des com-
plementares sobre a composi¢do das po-
pulagdes alvo, através das bandas espectrais
caracteristicas de alguns componentes
(lipideos, proteinas e lactose), que sdo os
principais componentes encontrados nas
amostras, ¢ suas bandas caracteristicas sdo
descritas na literatura.

As analises da composicao das particulas
alvo presentes nas amostras, a partir de di-
ferentes técnicas, serviram como parametros
de comparagdo da composi¢do entre as
mesmas € o seu conjunto, nas diferentes
amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Figuras 1 e 2 s@o apresentadas as
imagens das particulas alvo provenientes
de amostras de lacteos desidratados, sendo
em A, obtidas por microscopia eletronica de
varredura e em B, obtidas por microscopia
Optica, com objetiva de magnificagdo de 10
vezes (10X).

A partir da observagdo das imagens em
diferentes perspectivas analiticas foi possivel
identificar as particulas alvo das amostras.
A identificacdo das particulas alvo na
microscopia Optica s6 foi possivel através da
andlise das particulas vizinhas a particula alvo
e comparagdo destas com as imagens obtidas
na microscopia eletronica de varredura. A
obtengdo das imagens na microscopia Optica
foi importante, pois possibilitou a posterior
obtencdo do perfil espectral das particulas
alvo, trazendo uma maior especificidade do
resultado, possibilitando assim a verificagao
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Figura 1 — Particulas alvo dos produtos lacteos desidratados identificadas no MEV (A) e
na microscopia Optica (B): LPI (leite em p6 integral); LPD (leite em p6 desnatado); e MPC
(concentrado proteico de leite)
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Figura 2 — Particulas alvo dos produtos lacteos desidratados identificadas no MEV (A) e na
microscopia optica (B): CR (creme de leite em pd); SO (soro de leite em p6 parcialmente
desmineralizado); e WPC (concentrado proteico de soro)
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da heterogeneidade das particulas. Isso
viabilizou uma diferenciagdo de analises em
que se observou o perfil espectral do conjunto
de particulas.

As particulas apresentaram morfologias,
tamanhos e aspectos de superficies diferentes.
A nao homogeneidade morfologica demons-
trada para uma mesma amostra ¢ resultante
do processo de producdo e estocagem.
Caracteristicas inerentes ao processo e intrin-
secas a composicao e interagdes quimicas dos
produtos antes da secagem sdo responsaveis
por tal modelagem. As particulas de leite
em po integral e desnatado apresentaram-se
individualizadas, sem a presenca de particulas
adjacentes diretamente ligadas, indicando
tratar-se de produtos obtidos sem aglomeragao
significativa durante a secagem, caracteristico
de sistemas de secagem de unico estagio.

As imagens do MPC na Figura 1 apre-
sentaram morfologia destacada, devido as
invaginacdes apresentadas, o que pode ser
resultante da desidratagdo da particula rica
em caseina. A caseina é uma micela altamente
solvatada, antes do processo de secagem.

Na Figura 2 observa-se que as particulas
de creme se apresentaram aglomeradas,
indicando que podem ter sido produzidas
em equipamento de secagem de multiplos
estagios ou que o produto estaria realizando
interagdes entre os lipideos de superficie. As
imagens de WPC mostram que as particulas
ndo se encontravam turgidas, apresentando
regides murchas. Esta morfologia é esperada
de produtos como o0 WPC que perdem grande
parte da umidade dentro do spray dryer, uma
vez que a quantidade de dgua que ¢ possivel
evaporar a vacuo ¢ limitada.

Nas imagens do SO observou-se a forma
de “Tomahawk”, caracteristica do cristal
de lactose. Os soros em pds apresentam
aproximadamente 75% de lactose em sua
composi¢do, dos quais 70% encontram-se
normalmente cristalizadas (SIMEAO et al.,
2017).

Na Figura 3 sdo apresentados os es-
pectros Raman das amostras dos produtos
lacteos desidratados.

Analisando os espectros das diferentes
amostras, foram observadas diferencgas entre o
perfil das particulas de uma mesma amostra. O
mesmo comportamento foi percebido quando
comparados os espectros de cada uma das
particulas (em vermelho) e o espectro obtido
do conjunto de particulas da amostra (em
preto). A qualidade dos espectros obtidos no
SENTERRA, utilizando a radiagao excitante
A0=632,8 nm, ¢ dependente da qualidade
da focalizag@o da particula alvo. Particulas
planares sdo mais bem focalizadas, por
conseguinte possibilitam a obtencdo de
espectros de melhor qualidade. Wieboldt
(2010) ao detalhar os parametros para a
obtencgdo de um bom espectro Raman, destaca
a importancia da focalizagdo adequada e os
limites do material a ser analisado.

As amostras estudadas, em sua maioria,
apresentaram formas n#o planares, sendo
esféricas ou ovais, o que gerou ruido e
fluorescéncia nos espectros obtidos. A fluo-
rescéncia pode ser também proveniente
da composi¢do quimica das particulas
analisadas. Interferéncia na linha de base
por fluorescéncia é um problema comum
em amostras bioldégicas (YANG et al.,
2017). Como exemplo, o creme de leite
em po6 apresentou menor fluorescéncia,
provavelmente devido a sua diferenga
composicional. Isto permitiu que os espectros
obtidos nas particulas alvo tivessem maior
similaridade com o perfil espectroscopico do
conjunto de particulas obtido no FT-Raman.

As técnicas empregadas visaram a
caracterizagdo dos diferentes produtos lac-
teos desidratados, contudo a comparagdo
entre os espectros obtidos dos pds nao foi
possivel, uma vez que o histérico do pro-
cessamento industrial ndo era conhecido.
Trabalhos futuros podem determinar a
relagdo entre os resultados espectroscopicos
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dos diferentes produtos a partir de pos ob-
tidos em escala piloto com pardmetros de
processamento padronizados e conhecidos.
A descrigdo e controle rigoroso das etapas
do processamento configuram o pré-requisito
para uma abordagem cientifica robusta dos
diferentes espectros obtidos, o que nao foi o
objetivo deste trabalho.

Na Tabela 1 sdo analisadas as tentativas
de atribuig@o das bandas espectrais destacadas
obtidas das diferentes amostras estudadas.
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A classificacdo em leite integral ou
desnatado ¢ baseada na quantidade gordura
presente. Nos espectros Raman, os modos
vibracionais caracteristicos podem ser
encontrados comparado espectro dessas
amostras. Desta forma, observou-se uma
banda larga em 2930 cm! para o LPI a qual
foi mais definida no LPD. Essa banda pode ser
atribuida ao modo vibracional de estiramento
assimétrico do grupo CH,, podendo ser
relacionada a proteinas e carboidratos
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Figura 3 — Espectros Raman FT (linha preta) e Senterra (linha vermelha) dos produtos lacteos
desidratados: leite em po integral (LPI); creme de leite em pd (CR); leite em po desnatado
(LPD); soro em p6 parcialmente desmineralizado (SO); concentrado proteico de leite (MPC);

concentrado proteico de soro (WPC)
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(ALMEIDA et al.,2011). O mesmo raciocinio
pode ser realizado ao analisar produtos com
baixo teor (SO, WPC, MPC) e elevado teor
de lipidio (CR).

A regido de 2000 cm™! a 400 cm'!
apresentou grande quantidade de bandas
sendo rica em informagdo estrutural. Uma
banda de fraca intensidade foi percebida na
regido de 1750 cm das amostras de LPI e
CR e ndo percebida nas demais amostras que
sdo pobres em gordura, indicando que seja
procedente de modo vibracional de lipidios.
Esta banda ¢ atribuida ao modo vibracional de
estiramento do grupo C=0 dos acidos graxos
presentes no leite (ZHOU et al., 2006).

No SO e WPC destacaram-se bandas
referentes a alta concentragdo de lactose

cristalina que se divide em duas regides. A
primeira regido compreendida entre 2980 cm™!
¢ 2880 cm'! foi atribuida a modos vibracionais
relacionados ao grupamento CH presente em
estruturas aromaticas e alifaticas. A segunda
regido localizada entre 1120 cm™ e 850 cm™,
possui diversos modos vibracionais destacando
os modos acoplados v(C-0O) + v(C-C) +
3 (C-O-H) e v(C-0-C) + 8 (C-0O-H) +v(C-0)
(STEPHANI et al.; 2017). Assim, o uso da
técnica de espectroscopia Raman permitiu a
caracterizagdo dos materiais analisados.

Na Tabela 2 s2o apresentados os
resultados da composi¢do da superficie
das particulas alvo, obtidas por meio da
espectroscopia de raios X por dispersdo em
energia (EDS).

Tabela 1 — Tentativa de atribuicdo de bandas Raman

Numero de onda (cm™)

Tentativa de atribuigdo

2978
2930
2888
2880
2875
2850
1750
1660
1454
1440
1341
1304
1280

v(C-H)
Dass(CHZ)

v(C-H)
v, (CH,)

ass

v, (CH)+ v (CH,)+ v (CH,)

v (CH,)
v _(C=0)

ass ester

v (C=0) Amida [; v(C=C)

3(CH,)
3(CH,)

v(C-H)+v(C-0)
(CH,)
(CH,)

1087
850

v(C-0)+v(C-C)+5 (C-O-H)
v(C-0-C)+3 (C-O-H)+v(C-O)
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A analise por EDS ¢ semiquantitativa,
permitindo a obtencdo de bons indicios acerca
da composicao das superficies das particulas.
Como esperado, por se tratar de compostos
alimenticios, houve um predominio dos
elementos carbono e oxigénio, destacando
também a presenca de minerais como
calcio, fosforo e potassio. Destaca-se a pre-
senga de elementos atipicos a composicao

desses alimentos c~mo aluminio e silicio. O
aluminio é provavelmente, proveniente da
manipulacdo industrial para a fabricacdo e
envase dos produtos estudados. Stahl et al.
(2017) encontraram aluminio em diversos
géneros alimenticios vegetais e animais,
destacando que, embora possa compor o
alimento naturalmente devido a ingestdo
de agua e vegetagdo contendo aluminio, a

Tabela 2 — Dados de microanalise obtidos em EDS dos produtos lacteos desidratados (percentual

atomico de elementos*)

C (0] Al Ca P K Cl S Na Si
LPI1 66,38 2848 3,10 0,87 0,68 0,48 - - - -
LPI2 56,21 32,24 522 249 149 2,03 - 0,33 - -
LPI3 59,07 31,52 4,36 1,92 1,78 0,94 - 0,42 - -
LPD1 24,14 46,86 20,45 2,49 1,44 251 1,49 - 0,62 -
LPD2 44,08 43,75 6,37 1,58 0,73 1,97 085 0,15 0,51 -
LPD3 56,91 36,65 4,77 035 027 047 0,27 - 0,32 -
MPC1 58,01 3298 4,41 2,13 1,32 0,58 - 0,56 - -
MPC2 59,15 3498 2,97 1,68 1,24 - - - - -
CR1 68,15 26,99 3,72 - - - - - - 1,14
CR2 69,35 25,53 3,53 - - 0,65 - - - 0,95
CR3 65,75 31,28 2,45 - - 0,52 - - - -
SO1 47,04 42,24 3,42 1,00 1,35 3,20 0,81 - 0,94 -
S0O2 52,18 40,53 2,64 0,59 1,05 1,60 0,53 - 0,87 -
SO3 54,20 38,74 2,64 - 1,37 2,22 - - 0,83 -
WPC1 50,74 40,99 5,16 0,69 0,34 0,76 - 1,33 - -
WPC2 59,81 32,46 5,73 0,63 0,27 0,26 - 0,84 - -
WPC3 53,88 32,04 999 1,79 020 0,42 - 1,25 0,43 -

* Sendo C= carbono; O = oxigénio; Al = aluminio; P = fésforo; K = potéssio; Cl = cloro; S = enxofre; Na = sodio;

Si = silicio.
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maior parte do metal é oriunda do processo
de industrializagao do alimento. O silicio foi
encontrado na amostra de creme de leite em
po, devido a aspersdo de didxido de silicio
posterior a secagem devido a sua funcio
antiaglutinante durante a estocagem.

CONCLUSAO

A microscopia eletrénica de varredura
forneceu informagdes importantes sobre a
morfologia das particulas e foi determinante
para a escolha de particulas alvo utilizadas
para a determinagdo semiquantitativa dos
elementos quimicos da superficie e para a
obtencdo de seus perfis espectroscopicos. A
partir da analise dos perfis espectroscopicos
das particulas obtidas por diferentes equi-
pamentos, foi possivel verificar diferengas
quando foi analisado o conjunto de particulas
através do espectrometro FT Raman, e as
particulas alvo isoladamente através do
espectrometro dispersivo SENTERRA.
Foi possivel realizar a caracterizacdo das
particulas utilizando diferentes técnicas
analiticas fornecendo um conjunto de dados
que amplia informagdes acerca das particulas
dos pos estudados.

O presente trabalho apresentou uma
técnica que possibilita estudos de ca-
racterizagdo de particulas especificas de
diferentes materiais abrindo opgdes de
pesquisa na 4rea. Isto é importante para o
melhor entendimento e caracterizagdo do
comportamento de produtos lacteos em po.
Os métodos empregados mostraram-se efi-
cientes na caracterizagdo das superficies das
particulas em p6 analisadas.

Em estudo futuro sugere-se realizar
tanto a produgdo dos produtos em condi¢des
controladas e conhecidas, bem como a
determinagdo da composi¢do dos produtos
visando determinar o efeito do processamento
e da composi¢do nas caracteristicas das
superficies dos pos.
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