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RESUMO 

 

 
Doce de leite e leite condensado são produtos lácteos obtidos da desidratação parcial 

do leite e, por isso, são menos perecíveis que ele. Ambos necessitam de leite e 

sacarose para obtenção, com diferenças na tecnologia de fabricação. Para doce de 

leite ocorre, além da concentração, o cozimento da mistura que, geralmente, é feito em 

tacho aberto (pressão atmosférica) e esse processo favorece a Reação de Maillard, 

responsável por características como cor, sabor e textura do doce. O leite condensado 

é evaporado a vácuo e, ao contrário do doce de leite, não há cozimento, o que confere 

uma viscosidade mais fluida e uma coloração mais clara que a do doce de leite. Devido 

as variações que podem ocorrer na fabricação de ambos e o interesse industrial, esta 

dissertação apresenta estudos pautados em questões tecnológicas dos dois produtos. 

Para a matriz doce de leite, foram desenvolvidos dois trabalhos de maneiras 

independentes, no qual o primeiro avaliou a estabilidade ao aquecimento do 

conservante ácido sórbico e seu sal sorbato de potássio na fabricação do doce; no 

segundo estudo foi avaliado a presença de 4 derivados do furfural (indicadores da 

Reação de Maillard): 5-hidroximetilfurfural (HMF); 2-furaldeído (F); 2-furil-metilcetona 

(FMC) e 5-metil-2-furaldeído (MF) em amostras de doces de leite comerciais, ambos 

conduzidos por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Essas duas vertentes 

de estudo são baseadas em demandas industriais relacionadas ao momento de 

adição de conservantes e ao melhor entendimento da Reação de Maillard. Os 

resultados mostraram que, para o conservante ser degradado pelo aquecimento, é 

necessário considerar o pH do meio, principalmente abaixo do pKa do ácido sórbico. 

Isso porque, devido ao equilíbrio químico, a espécie ácida prevalece em meio ácido e 

esta tem a capacidade de ser carreada pelo vapor, já o sorbato prevalece em pH maior 

e não é perdido na evaporação. Com o estudo dos marcadores da reação de Maillard, 

foi possível desenvolver e aplicar uma metodologia que identificou e quantificou 

simultaneamente os 4 analitos de interesse na matriz com boa sensibilidade, nos 

quais o HMF foi detectado e quantificado em todas as amostras, variando de 49,79 a 

262,0 µmol/kg; F foi detectado em duas amostras, mas não quantificado por estar 

abaixo do limite de quantificação do método; os demais não foram detectados para 

nenhuma amostra, o que pode estar relacionado à intensidade do tratamento térmico  e 

processo de obtenção de cada produto. Para o leite condensado, segunda matriz 



 
 

 

  
  

de interesse, foi estudada a aplicação do permeado de leite em pó, um subproduto 

dos laticínios que possui alta concentração de lactose, como agente de cristalização 

da lactose. Os resultados revelaram que o permeado de leite é um excelente indutor de 

cristalização, já que o perfil obtido foi semelhante à cristalização com lactose pura, 

evidenciado pela análise das microscopias dos cristais em software específico. Além 

disso, o uso de permeado para essa finalidade é economicamente viável por se tratar 

de um subproduto, geralmente, descartado pelas indústrias. 

 
Palavras-chave: Doce de leite. Leite condensado. Ácido sórbico. Reação de Maillard. 

HPLC. Cristalização. Permeado de leite. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

  
  

ABSTRACT 

 

Dulce de leche and sweetened condensed milk are dairy products obtained from the 

partial dehydration of milk and are therefore less perishable than milk. Both need milk 

and sucrose to be obtained, with differences in the manufacturing technology. For 

dulce de leche, besides the concentration, the mixture is cooked, which is usually done 

in an open pan (atmospheric pressure) and this process favors the Maillard Reaction, 

responsible for characteristics such as color, flavor, and texture of the dulce de leche. 

The condensed milk is evaporated under vacuum and, unlike the dulce de leche, there 

is no cooking, which gives it a more fluid viscosity and a lighter color than the dulce de 

leche. Due to the variations that can occur in the manufacture of both and the industrial 

interest, this dissertation presents studies based on technological issues of the two 

products. For the dulce de leche matrix, two independent studies were developed, in 

which the first evaluated the heating stability of the preservative sorbic acid and its salt 

potassium sorbate in the manufacture of dulce de leche; in the second study, the 

presence of four furfural derivatives (indicators of the Maillard Reaction) were 

evaluated: 5-hydroxymethylfurfural (HMF), 2-furaldehyde (F), 2-furyl- methylketone 

(FMC) and 5-methyl-2-furaldehyde (MF) in commercial milk candy samples, both 

conducted by high-performance liquid chromatography (HPLC). These two strands of 

study are based on industrial demands related to the timing of adding preservatives 

and better understanding of the Maillard Reaction. The results showed that for the 

preservative to be degraded by heating, it is necessary to consider the pH of the 

medium, especially below the pKa of sorbic acid. This is because, due to the chemical 

equilibrium, the acid species prevails in acidic medium and this has the ability to be 

carried by steam, while the sorbate prevails in higher pH and is not lost in evaporation. 

With the study of the Maillard reaction markers, it was possible to develop and apply a 

methodology that simultaneously identified and quantified the 4 analytes of interest in 

the matrix, with good sensitivity, in which HMF was detected and quantified in all 

samples, ranging from 49.79 to 262.0 µmol/kg; F was detected in two samples, but not 

quantified because it was below the quantification limit of the method; the others were 

not detected for any sample, which may be related to the intensity of the thermal 

treatment and the process of obtaining each product. For sweetened condensed milk, 

the second matrix of interest, the application of powdered milk permeate, a by-product 

of dairy products that has a high concentration of lactose, was studied as a lactose 



 
 

 

  
  

crystallization agent. The results revealed that the milk permeate is an excellent 

inducer of crystallization, since the profile obtained was similar to the crystallization 

with pure lactose, as evidenced by the analysis of crystal microscopies in specific 

software. In addition, the use of permeate for this purpose is economically feasible 

because it is a by-product generally discarded by industries. 

 
Keywords: Dulce de leche. Sweetened condensed milk. Sorbic acid. Maillard reaction. 

HPLC. Crystallization. Milk permeate. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
Antigamente, os alimentos eram conservados com ácidos, sal ou quaisquer 

outras substâncias que fossem capazes de mantê-los em sua forma física desejada 

para consumo. O crescimento microbiano e algumas reações provocadas por enzimas 

nos alimentos pode resultar em alterações que, por sua vez, podem acarretar 

variações sensoriais e deterioração dos alimentos. Quando não é possível  submetê-

los a processos físicos e/ou biológicos de conservação, é necessário o uso de 

conservantes.  

Atualmente, é grande o número de substâncias químicas conservantes que são 

adicionadas aos alimentos para impedir ou retardar as reações provocadas por esses 

microorganismos ou enzimas. Um bom conservante é aquele que impede as 

alterações negativas nos alimentos sem modificar suas caraterísticas, principalmente 

organolépticas, como aroma, sabor, cor e textura, por exemplo. Entre os de maior uso 

estão: dióxido de enxofre, ácido benzoico, ácido sórbico (AS), ácido propiônico na 

forma livre, ou sais de sódio ou potássio, por exemplo. 

Para a maior parte dos aditivos permitidos em matrizes alimentícias, órgãos 

regulamentadores estipulam limites máximos dessas substâncias, já que algumas 

delas, em excesso, poderiam trazer danos para a saúde dos consumidores. A principal 

técnica de identificação dessas substâncias é a cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) por possuir características como alta sensibilidade de análise, seletividade e 

robustez, que permite obter resultados precisos e exatos, até mesmo para 

concentrações muito ínfimas do analito, após um preparo de amostra adequado. 

O DL é produzido e comercializado em larga escala em países como Brasil, 

Argentina, Uruguai e caracteriza-se por ser um produto no qual são necessários 

poucos ingredientes para seu preparo, que são: leite, açúcar e redutor de acidez. 

Apesar disso, sua fabricação engloba muitos processos tecnológicos e químicos que 

devem   ser monitorados para se obter um produto de qualidade e com as 

características desejadas pelo consumidor, geralmente cor castanho/caramelo, 

textura levemente viscosa (doce pastoso) e sabor adocicado característico. 

Por ser um derivado lácteo, possui uma matriz complexa e muitos parâmetros  a 

serem avaliados, além da legislação vigente a qual deve ser atendida pelos 

produtores. Devido a essas características e às variáveis do processo de obtenção 
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que induz reações e alterações no produto final, o doce de leite é uma matriz relevante 

de estudo, principalmente em razão do seu alto consumo e pelo desejo das indústrias 

de melhorarem e adaptarem o produto às demandas do mercado consumidor. Ainda 

assim, o doce de leite ainda é pouco reportado na literatura, o que possibilita ainda 

mais essa área de trabalho obter resultados que serão de grande benefício para 

comunidade cientifica e industrial. 

Frequentemente, ocorrem diferentes tipos de escurecimento, na ausência ou 

não de calor, em ambiente doméstico ou industrial, e essas reações de escurecimento 

podem ser enzimáticas ou não enzimáticas. O escurecimento enzimático está 

associado às reações catalisadas por uma enzima, a polifenol oxidase  é um exemplo 

que ocorre na maçã ou na batata. O escurecimento não enzimático  pode ser pela a 

reação de Maillard (RM), a caramelização e a oxidação da vitamina 

C. Essas três reações se diferem pelos tipos de moléculas envolvidas, mas que têm 

em comum o fato de gerar escurecimento no produto final. Cada alimento, de acordo 

com suas características, vai apresentar um escurecimento específico, já que a 

velocidade da reação é dependente da natureza dos componentes reativos dos 

alimentos. 

O escurecimento para alguns alimentos é desejado, para outros não. O DL é 

um alimento no qual o escurecimento é desejado e a reação envolvida na sua 

fabricação é a RM. Como esse produto é exposto às altas temperaturas por um longo 

tempo, esse fator influencia diretamente na velocidade da RM, além de outros 

elementos como tipo de ingrediente, pH e atividade de água. Consequentemente, há 

aumento dos constituintes que são gerados na reação, dentre eles destaca-se o HMF 

e possíveis derivados dessa molécula que podem se formar em estágios avançados, 

como F, FMC e MF. 

O DL pode ser produzido artesanalmente e por pequenos, médios e grandes 

laticínios. Torna-se, então, necessário estudar como os diferentes ingredientes, as 

diversas tecnologias de fabricação e o tratamento térmico influenciam na qualidade e 

padronização do produto. Além disso, a literatura técnica e científica é escassa, seja 

para antigos conceitos ou novos que surgem de acordo com as modernizações de 

produção, e essas questões corroboram com a necessidade de maiores estudos. 

O leite condensado (LC) é o produto obtido pela evaporação a vácuo de parte 

da água do leite concentrado ou leite reconstituído, com adição de açúcar, podendo 

ter seus teores de gordura e proteína ajustados unicamente para o atendimento das 
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características do produto (BRASIL, 2018). A literatura reporta que o LC surgiu em 

meados dos anos 1800, na qual o norte americano Gail Borden (1801-1874), 

considerado seu inventor, evaporava parte da água do leite e adicionava açúcar, com o 

objetivo de aumentar o shelf-life do leite fluido. Dessa forma, aumentava-se o teor de 

sólidos do produto, reduzindo a atividade de água e umidade do leite, estendendo seu 

prazo de validade. Posteriormente, Borden patenteou o produto adicionado de açúcar, 

o qual foi muito utilizado na guerra civil americana devido à facilidade de transporte e 

por que tinha uma vida útil superior aos demais alimentos. 

 O permeado de leite é usado em lácteos, assados, carnes, sopas, confeitos, 

misturas secas e bebidas para proporcionar diversos benefícios nutricionais e 

funcionais como melhora de sabor, rendimento, textura, etc. Cada vez mais seus 

benefícios tem se difundido, aumentando seu uso e devido ao alto teor de lactose na 

constituição, pode ser um bom indutor de formação de cristais de lactose para evitar 

textura arenosa em produtos como LC. 
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2 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo geral da dissertação foi estudar propriedades físico-químicas e 

tecnológicas de produtos lácteos concentrados. No capítulo 1, foi avaliado o efeito das 

condições para a fabricação de doce de leite sobre a concentração final de ácido 

sórbico e desenvolvida uma metodologia analítica para identificar e quantificar 4 

marcadores da reação de Maillard (HMF, F, FMC, MF), simultaneamente por RP-

HPLC, em amostras comerciais de doce de leite. Já no capítulo 2, foi comparado o 

efeito da nucleação secundária com permeado de leite e lactose micronizados e não 

micronizados no perfil de cristalização de leite condensado, monitorado por 

microscopia ótica. 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 

Os objetivos específicos foram subdividos para os dois capítulos da 
dissertação. 

 

2.1.1 Objetivos específicos do primeiro capítulo 

 

a) produzir DL em escala de bancada adicionado de sorbato de potássio; 

b) validar e implementar a metodologia ISO 9231 IDF 139 de determinação de 

ácido benzoico e AS em leite e produtos lácteos por cromatografia líquida de 

alta eficiência; 

c) determinar a concentração de AS pela metodologia ISO 9231 IDF 139, 

comparando a adição da substância antes e após o tratamento térmico, a fim 

de verificar se há perda do conservante durante o processo de evaporação; 

d) determinar a taxa de recuperação realizando o estudo de matriz das amostras 

de doce de leite produzido com 3 marcas diferentes de leite pasteurizado em 3 

concentrações distintas de AS (300 mg/kg, 600 mg/kg e 900 mg/kg); 

e) produzir “soluções modelo” (água, açúcar, bicarbonato de potássio e sorbato 

de potássio em 3 diferentes pH: 2,5, 4,8 e 7,0  a fim de avaliar a estabilidade 

térmica  das espécies sorbato de potássio/AS de acordo com pH do meio; 

f) desenvolver e validar uma metodologia analítica para identificar e quantificar  

simultaneamente HMF, F, FMC, MF em amostras de DL comerciais por RP-
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HPLC; 

g) determinar a concentração dos 4 analitos de interesse nas amostras de DL; 

h) determinar a taxa de recuperação dos analitos nas amostras de DL. 

 

2.1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS DO SEGUNDO CAPÍTULO 

 

a) produzir leite condensado em escala de bancada e realizar a microcristalização 

da lactose com 4 ingredientes diferentes (lactose micronizada e não 

micronizada, permeado de leite micronizado e não micronizado); 

b) realizar microscopia eletrônica de varredura dos ingredientes em pó usados 

para avaliar a morfologia; 

c)   acompanhar o perfil de cristalização ao longo do shelf-life do produto por 

microscopia ótica; 

d) acompanhar a viscosidade do produto ao longo do shelf-life; 

e) tratar estatisticamente as microscopias óticas no software ImageJ para 

determinar tamanho médio e quantidade de cristais para cada tratamento. 
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3 ESTUDO DA CONCENTRAÇÃO DE ÁCIDO SÓRBICO E DE INDICADORES DA 

REAÇÃO DE MAILLARD EM DOCE DE LEITE 

 

A partir da secão 3.1, será apresentada uma revisão bibliográfica com base 

nos principais tópicos abordados neste primeiro capítulo. 

3.1 REFERENCIAL TEÓRICO 
 

O doce de leite (DL) é um produto lácteo originalmente da América Latina e um 

item único da culinária dos países que o consomem por possuir cor, sabor e textura 

inigualáveis (DOS ANJOS PINTO et al., 2021; GAZE, et al., 2015). O DL é um alimento 

de grande aceitação sensorial e é definido como um produto obtido a partir de leite ou 

leite reconstituído e adicionado de sacarose (parcialmente substituído ou não por 

monossacarídeos e/ou outros dissacarídeos), com ou sem adição de outras 

substâncias alimentícias, obtido por concentração e ação do calor em condições 

normais ou pressão reduzida (BRASIL, 1997). 

Órgãos regulamentadores, como o Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA), estipulam valores mínimos e máximos para a composição 

centesimal do DL como umidade máxima 30 g.100g
-1, gordura de 6 a 9 g.100 g

-1
, 

cinzas máximo 2 g.100g
-1 e proteínas mínimo 5 g.100g

-1
, além de determinar os 

aditivos permitidos e seus limites também (BRASIL, 1997). 

Com boas práticas de fabricação, a contaminação poderia ser evitada e, devido 

aos altos níveis de carboidratos e sólidos em DL, não deveria ser necessário adição 

de conservantes. Entretanto, devido à pluralidade de locais e escalas de fabricação 

existentes hoje no país, não se pode descartar a contaminação por leveduras, de 

utensílios e embalagens pelo ar. Então, AS e seus sais (por exemplo, sorbato de 

potássio) são substâncias químicas amplamente utilizadas na indústria alimentícia 

(ELSAYED et al, 2017; THOMAS & DELVES-BROUGHTON, 2014) e também são 

permitidas pela legislação alimentar brasileira, até uma concentração final no produto 

de 600 mg/kg (em ácido sórbico) e 1000 mg/kg em ácido sórbico em DL para uso 

industrial exclusivo (BRASIL, 1997). 

As características sensoriais do DL, como sabor e coloração, são basicamente 

desenvolvidas devido à reação de escurecimento não enzimático, a reação de Maillard 
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(RM), que ocorre durante o intenso tratamento térmico ao qual o leite e a sacarose 

são submetidos durante evaporação. O pH, a temperatura de aquecimento e a 

presença de açúcares redutores e proteínas influenciam a RM. As alterações 

químicas, organolépticas, nutricionais, como a redução da concentração de 

aminoácidos essenciais como a lisina, toxicológicas e in vivo, que decorrem RM, são 

assunto de grande interesse cientifico por possibilitar uma gama de variáveis que 

podem ser investigadas, visando compreender e obter um produto de maior qualidade 

(CARNEIRO et al., 2021; SHIBAO & BASTOS, 2011; FRANCISQUINI et al., 2018; 

PERRONE, 2019; FRANCISQUINI et al., 2019). 

O Brasil é um grande produtor de DL e, segundo os dados da Pesquisa 

Industrial Anual (PIA) divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

(IBGE), a produção  de doce de leite no Brasil é de 345,19 milhões de reais, o que 

equivale a 0,82% do que é produzido pelo setor de laticínios no país (STEPHANI et 

al., 2018; FRANCISQUINI, 2016). 

 

3.2  REAÇÃO DE MAILLARD EM DOCE DE LEITE 
 

A RM foi descoberta em 1912 por Louis-Camille Maillard, quando este 

observou o  escurecimento com formação de aroma numa solução aquecida contendo 

açúcar e um aminoácido. É objeto de grande interesse na atualidade, estando 

relacionado aos aspectos químicos, organolépticos, nutricionais, toxicológicos e 

manifestações in vivo (MURATA et al., 2021; BASTOS et al., 2011). É uma reação 

induzida termicamente e se desenvolve por uma complexa cascata de reações, que 

surge, principalmente, durante ação do calor. Inicialmente, era estudada pela 

influência na cor castanha e na formação de compostos que geram aroma e sabor dos 

alimentos.     Atualmente, sabe-se que também pode ocorrer em condições de baixa 

temperatura  ou durante armazenamento prolongado, e é relevante até mesmo em sua 

forma in vivo, chamada glicação (CHARNOCK et al., 2022; FENNEMA, 2010). 

Essa reação é subdividida em três estágios: estágio inicial, estágio 

intermediário e estágio final O estágio inicial consiste na condensação do grupo 

carbonila do açúcar redutor com o grupamento amino livre de aminoácidos, peptídeos 

ou proteínas, o que ocorre através do ataque nucleofílico do par de elétrons do 

nitrogênio do grupo amino, levando ao início da reação. Como consequência dessa 
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condensação, há formação da base de Schiff instável, que libera água e forma uma 

glicosilamina. Em função da estrutura do açúcar redutor, a base Schiff rearranja 

irreversivelmente para formar um um produto estável de Amadori, para açúcares 

aldose, ou um produto de Heyns, para cetose. Nessa fase, os produtos  são relatados 

como incolores, estáveis, sem fluorescência ou absorção na região ultravioleta 

(CHARNOCK et al., 2022; SEO et al.,2018; BASTOS et al., 2011; BRIÃO et al., 2011; 

FENNEMA, 2010). 

Após a fase inicial da RM, com o prolongamento do aquecimento ou 

armazenamento, os produtos Amadori ou produtos de Heyns começam a se 

decompor, originando uma série de reações como desidratação, enolização e 

retroaldolização dependentes do pH. As diferentes vias de degradação pelas quais a 

reação se sucede envolvem a formação de compostos que são produtos 

intermediários reativos. Alguns desses são conhecidos como produtos de glicação 

avançada. Nessa etapa, também surgem os compostos dicarbonílicos, redutonas, 

derivados do furfural e produtos da degradação de Strecker, podendo ocorrer o 

aparecimento de um derivado furano, que origina uma hexose comumente conhecida 

por HMF (ZHOU et al., 2021; FENNEMA, 2010; NUNES e BAPTISTA, 2001; SHIBAO 

e BASTOS et al., 2011). 

Durante a fase final da RM, os produtos intermediários, que são produzidos 

durante as fases anteriores, reagem uns com os outros através de polimerização e 

com resíduos de lisina ou arginina em proteínas, formando pigmentos castanhos 

contendo nitrogênio, as melanoidinas, que conferem a coloração marrom, 

característica dos alimentos que passam pela RM. As melanoidinas têm elevados 

pesos moleculares (até cerca de 100,00 g/mol) e o mecanismo exato para a  formação 

de suas estruturas ainda não são claros. Contudo, sugere-se que a formação de 

melanoidinas inclua a condensação de aldol, a polimerização aldeído- amina, e a 

formação de compostos heterocíclicos de azoto (ZHOU et al., 2021; BASTOS et 

al., 2011; BRIÃO et al., 2011; CHARISSOU et al., 2007; FENNEMA, 2010). 

A RM pode ser afetada por diversos fatores, entre eles, a temperatura e o pH. 

A velocidade dessa reação é lenta às temperaturas mais baixas e em pH mais alcalino, 

9 e 10, a intensidade da reação é maior (NAIK et al., 2022; AALAEI et al., 2019; 

BASTOS et al., 2011; FENNEMA, 2010; RODRÍGUEZ et al., 2021). O tipo de amina 

influencia diretamente na facilidade de desenvolvimento da RM. A lisina, por apresentar 

o grupo amino épsilon livre, apresenta alta reatividade, sendo mais susceptível à 
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reação (carbonila-amino) o que pode reduzir o valor nutricional do alimento (AALAEI 

et al., 2019; BASTOS et al., 2011; FENNEMA, 2010). A RM necessita de um açúcar 

redutor e pentoses são mais reativas que as hexoses, as quais são mais reativas que 

os dissacarídeos, por questões de facilidade de ocorrência da reação química devido 

ao impedimento estéreo. Esse tipo de escurecimento sucede com maior ênfase nos 

valores intermediários de atividade de água (0,5 e 0,8) e em umidade relativa entre 

30% e 70%. Isso porque, em baixa atividade de água (0,2 a 0,25), a velocidade tende 

a zero por uma diminuição de solvente e, em altos valores (0,9), os reagentes se 

encontram muito diluidos, o que diminui a velocidade de escurecimento (BASTOS et 

al., 2011; FENNEMA, 2010; FARAG et al., 2020). 

A extensão da reação de Maillard pode ser monitorada pelo surgimento de 

compostos, o que permite avaliar a intensidade do processamento térmico e as 

alterações nutricionais relacionadas a ele. Entre esses compostos estão: a furosina, 

carboximetilisina e derivados furfurais (RUFIÁN-HENARES et al., 2009a e 2009b; 

CHARISSOU et al., 2007). É reportado na literatura quatro compostos derivados do 

furfural em alimentos processados: HMF (5-hidroximetilfurfural); F (2-furaldeído); FMC 

(2- furilmetilceton) e MF (5-metil-2-furaldeido), nos quais as estruturas são 

apresentadas na figura 9. F, FMC e MF são menos comuns e podem se formar através 

de vias de interconversão, a partir do HMF, em estágios mais avançados da RM 

(CHÁVEZ- SERVÍN et al., 2005). 

 
Figura 1 - Estruturas químicas do HMF (5-hidroximetilfurfural); MF (5-meti-2- 

furfuraldeído); F (2-furaldeído); FMC (2-furil-metilcetona). 

 
 

 
Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

 

HMF 

F MF 

FMC 
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3.3  ÁCIDO SÓRBICO E SEUS SAIS COMO CONSERVANTES ALIMENTÍCIOS 
 

A substituição da nutrição in natura por processada/industrializada está cada 

vez maior devido às mudanças nas rotinas alimentares, falta de tempo e, 

consequentemente, a necessidade de maior vida útil desses produtos. Por essa 

questão, o uso de aditivos com diferentes funções nos alimentos tem recebido atenção 

na indústria desse setor, pois podem ser adicionados para melhorar os atributos de 

qualidade, bem como para promover a segurança alimentar. (BIMPIZAS-PINIS et al., 

2022; TFOUNI &TOLEDO, 2002). 

O AS é um tipo de aditivo alimentar da classe dos conservantes. Foi isolado 

pela primeira vez por volta de 1859 pelo químico alemão August Wilhelm von 

Hoffmann (1818-1892), a partir de frutas verdes de uma árvore chamada sorveira, 

Sorbus aucuparia, de onde provém seu nome. Seu potencial como agente 

antimicrobiano foi descoberto 70 anos mais tarde e, desde então, AS e seus sais são 

utilizados como conservantes em uma variedade de alimentos (THOMAS & DELVES-

BROUGHTON, 2014). 

O ácido 2,4-hexadienóico, nomenclatura oficial do AS, é um ácido graxo 

insaturado de ocorrência natural e seu sal sorbato pode ser sintetizado a partir de uma 

reação ácido-base comum, como por exemplo, o sorbato de potássio pode ser 

originado da reação do AS com hidróxido de potássio (figura 2). 

 

 
Figura 2 - Obtenção do sorbato de potássio a partir do ácido sórbico 

 
 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
 

É importante ressaltar quer AS e sorbato de potássio não são quimicamente a 

mesma substância, mas ambas são usadas com a função conservante. Por essa 

questão, cada uma vai possuir propriedades distintas e apresentará um 

comportamento específico, dependendo do meio ao qual essas moléculas forem 

submetidas. O sal de potássio é mais comumente usado porque é mais estável, fácil 

de produzir e bem mais solúvel que a forma ionizada, mas o AS é mais citado, pois as 
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legislações comumente abordam os limites máximos permitidos em relação à 

concentração do ácido. Isso porque o conservante atua com maior poder 

antimicrobiano/antifúngico em pH baixos e a espécie que predomina nessa situação é 

o ácido, devido ao equilíbrio químico (THAKUR et al., 1994; SILVA & LIDON, 2016; 

(ANUROVA et al., 2019). A tabela 1 apresenta algumas propriedades físico-químicas 

de ambas substâncias. 

 

Tabela 1 - Propriedades físico-químicas do ácido sórbico e seu sal de potássio. 

           Parâmetros Ácido sórbico Sorbato de potássio 
Fórmula molecular CH3CHCHCHCHCOOH CH3CHCHCHCHCOOK 

Massa molecular (g/mol)                  112,13               150,22 

                  pKa                   4,76 - 
Temp.de fusão (ºC)                132–137 Decompõe > 270 

Solubilidade % (m/v) 
em água a 20 °C 
em água a 100 °C 

 
0,15 
4,00 

 
58,2 
64,0 

Fonte: Adaptado de THOMAS & DELVES-BROUGHTON (2014). 

 

A Organização das Nações Unidas para a Alimentação e Agricultura (FAO da 

sigla em inglês) e a Organização Mundial da Saúde (OMS) permitem uma 

concentração máxima de ácido benzóico e AS até 1000 mg.kg-1 em alimentos e 

bebidas e uma concentração máxima de 3000 mg.kg−1 para ácido propiônico em 

alimentos (TUNGKIJANANSIN et al., 2020). 

Com relação a toxicidade, o AS é um dos conservantes com menos malefícios 

ao consumidor. É usado em quantidades nas quais nenhum efeito adverso à saúde é 

conhecido e sua rotulagem nas declarações dos ingredientes é feita como sorbato de 

potássio ou aditivo alimentar número E202. Estudos que já avaliaram a atividade 

toxicológica dessa substância demonstraram que ele é metabolizado através do ciclo 

da β-oxidação dos ácidos graxos de forma semelhante ao que se verifica para os 

ácidos graxos de origem natural. Assim, pode-se considerar sua baixa toxicidade 

devido à degradação do conservante por meio de vias metabólicas naturais do nosso 

organismo (TFOUNI & TOLEDO, 2002; THAKUR et al., 1994; THOMAS & DELVES- 

BROUGHTON, 2014; WALKER,1990). 
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3.4  CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA 
 

Já foi citado que o AS não apresenta alta toxicidade para os humanos, no 

entanto, a ingestão frequente de doses superiores às doses recomendadas pelos 

órgãos reguladores poderiam acarretar reações adversas. Dessa forma, é importante 

desenvolver métodos analíticos para monitorar os níveis dos conservantes nos 

alimentos e avaliar o cumprimento dos limites máximos impostos pela legislação e, 

assim, garantir aos consumidores que os produtos adquiridos estão seguros para 

consumo (COSTA, 2015). O processo de desenvolvimento de um novo método 

analítico depende de alguns fatores, como o equipamento disponível no laboratório, a 

complexidade da matriz e a possibilidade de aplicação do método. (COSTA, 2015; 

DIAS, 2019).  

Para controle de qualidade, a CLAE é muito usada por ser um dos métodos 

mais eficientes na separação de compostos, altamente específica e robusta, 

permitindo a detecção de múltiplos analitos, alta resolução, identificação de 

substâncias usando mínimas quantidades de amostras, capacidade de obter 

resultados com alta precisão em dias e condições diferentes. A cromatografia é uma 

técnica de separação que permite determinar a composição de misturas complexas 

de diversas substâncias químicas, com grande eficiência e reprodutibilidade. A CLAE, 

ou da sigla em inglês mais comumente conhecida por HPLC (high performance liquid 

chromatography), é um método analítico de separação dos componentes entre duas 

fases que estão em contato: fase estacionária e fase móvel. Esse tipo de cromatografia       

usa pressões elevadas para forçar a passagem do solvente por colunas fechadas, a 

coluna cromatográfica, que contém partículas muito finas capazes de proporcionar 

separações muito eficientes (RIBANI, 2004; HARRIS, 2008). 

Um cromatógrafo, para esse tipo de análise, geralmente é composto por um 

sistema de reservatório de fase móvel, sistema de bombeamento de fase móvel, 

sistema de injeção, compartimento da coluna cromatográfica, sistema de detecção 

(UV-Vis, fluorescência, espectrofotometria de massas, etc.) e sistema de aquisição e 

registro de dados, um computador com softwares específicos (HARRIS, 2008). 

Durante a passagem da fase móvel sobre a fase estacionária, os componentes 

da mistura são distribuídos entre as duas fases de tal forma que cada um deles é 

seletivamente retido pela coluna, resultando em eluições diferentes desses 

componentes. Ou seja, a forma como cada analito interage com a coluna define seu 
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tempo de retenção nesta. Esse tipo de interação está relacionado com a polaridade 

das substâncias, por exemplo, uma coluna do tipo C18 é preparada com 

octadesilsilano de altíssima qualidade e é uma das fases mais apolares, ou seja, mais 

hidrofóbica, existente em cromatografia líquida. Assim, analitos mais polares 

interagem menos com a coluna e eluem mais rápido, e analitos mais apolares são 

mais retidos pela fase estacionária (COLLINS, 2009; BORGES et al., 2010). 

 

3.5  VALIDAÇÃO DE MÉTODOS ANALÍTICOS 
 

A validação de um método analítico é fundamental para assegurar a 

credibilidade dos resultados, principalmente se tratando de técnicas de separação, 

como a cromatografia líquida de alta eficiência, seguindo as exigências analíticas de 

órgãos regulamentadores como a ANVISA. Validar um processo, equipamento, 

sistema ou metodologia é o tornar legítimo, em outras palavras, significa garantir que 

análise sempre trará resultados confiáveis, e os produtos ou substâncias ativas, que 

dependem dessa análise, sempre estarão com a mesma qualidade e dentro dos limites 

de tolerância, rigorosamente pré-estabelecidos (RIBANI et al., 2004; VALENTINI et 

al., 2007). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Nas seções seguintes, serão apresentados os esquemas de produção das amostras 

e as ferramentas analíticas aplicadas para as análises dessas matrizes. 

4.1 ÁCIDO SÓRBICO 
 

  Na seção 4.1 será apresentada a metodologia referente a avaliação da estabilidade 

térmica do sorbato de potássio em doce de leite e em solução modelo (água e açúcar). 

4.1.1 Parâmetros analíticos e cromatográficos 

 

A separação e quantificação do analito de interesse, ácido sórbico, foi realizada 

utilizando RP-HPLC. Foi utilizada uma coluna Luna C18 4,6 x 250 mm (5 μm) marca 

Phenomenex e um cromatógrafo da marca Waters HPLC modelo 1525 Detector (PDA 

- Photodiode Array Detector), equipado com uma bomba binária. O tempo necessário 

para cada análise foi de 15 minutos e o volume de injeção de 20 μL. As amostras de 

DL e soluções modelos foram preparadas para permitir a determinação e quantificação 

de AS de acordo com a ISO 9231| IDF 139. Para a validação desta metodologia, os 

parâmetros de seletividade, linearidade, precisão (repetibilidade e precisão 

intermediária), precisão, limite de detecção (LD) e de quantificação (LQ) foram 

avaliados seguindo os critérios da Resolução da Diretoria Colegiada, RDC nº 166, de 

24 de julho de 2017. 

 

4.1.2 Produção dos doces de leite 

 

As amostras de doce de leite foram produzidas em escala laboratorial a partir de 

um sistema desenvolvido que simula dispositivos de evaporação industrial, 

desenvolvido e implementado pelo próprio grupo de pesquisa no qual o projeto foi 

conduzido. O sistema é composto por um evaporador de bancada Thermomix® TM5 

(Vorwerk, Wuppertal, Alemanha) acoplado a um processador de carga (Ramuza IDR 

7.500, Santana de Parnaíba, Brasil) com 1 g de precisão, sensor de temperatura PT-

100 e uma balança para acompanhar a perda mássica de água. O tempo requerido 

para cada evaporação foi, em média, 103 minutos e a temperatura usada foi a opção 

“Varoma” (temperatura do processador de bancada Thermomix® TM5), que 
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corresponde a 120ºC. 

As massas de cada ingrediente usado foram escolhidas de acordo com o 

descrito por dos Anjos Pinto et al. (2021), bem como as condições de tempo e 

temperatura empregadas. Dois pontos de adição do conservante foram investigados 

(destaca-se que sempre era adicionado o sal do conservante, devido à      maior 

solubilidade e usabilidade, como já mencionado): a) primeiro momento sorbato 

adicionado (600 mg/kg) simultaneamente com sacarose no leite, seguido de 

bicarbonato de sódio para regular o pH até 7,0, no início da produção antes do 

tratamento térmico; e b) após o tratamento térmico, uma vez terminado o processo de 

evaporação e antes do envase do produto. 

O experimento foi repetido, para as duas rotas de produção propostas, em 

dias diferentes, dando um total de 4 amostras de DL Si (com sorbato ao início) e 4 

amostras DL Sf (sorbato ao final), tendo cada amostra de DL 2 preparações 

independentes que antecedia a análise no RP-HPLC (Esquema 1). O preparo de 

amostra para esse tipo de matriz contempla várias etapas para clarificá-la sem 

perder o analito de interesse, como aquecimento, ajuste de pH, precipitação de 

proteínas e gorduras, dissolução em solvente específico, centrifugação e filtração. É 

importante considerar que apenas 74,5% do sorbato der potássio (150,22 g/mol) é 

convertido para AS (112,12 g/mol) (Equação 1). Dessa forma, para um DL                  com 600 

mg/kg de AS, será necessário adicionar 803 mg de sorbato de potássio com 100% 

de pureza. 

C6H7KO2 + H2O ⇌ C6H8O2 + K+ + OH-                              (Equação 1) 
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

Esquema 1- Rotas de produção das amostras de doce de leite. (n=2)  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.3 Produção das soluções modelo 

 

As soluções modelo foram assim denominadas por se tratar de misturas que 

foram produzidas de forma análoga aos DL, mas usando a água em substituição ao 

leite. O procedimento “083/IV Conservadores – Identificação de ácido sórbico e 

sorbatos”, do Instituto Adolfo Lutz, “Métodos físico-químicos para análise de 

alimentos” (2008), foi usado por muito tempo para determinar AS e seus sais em 

amostras de alimentos. Nesse procedimento, o sorbato é convertido em AS após 

acidulação do meio e extraído das amostras por destilação com arraste de vapor 

d’água e, posteriormente, identificado por cromatografia em papel ou com ácido 

tiobarbitúrico. 

 Esse procedimento sugere que a substância conservante é carreada pelo vapor,              

já que a separação é feita por uma destilação desse tipo, mas como o meio é acidificado, 

a substância que evapora de fato é o AS, e não o sorbato de potássio. Considerando 

o equilíbrio químico que existe entre as espécies AS e sorbato, sendo o sorbato a 

base conjugada do ácido, é possível inferir que o fato de a substância ser evaporada 

com a água ou não esteja relacionado ao pH do meio, já que o pH, nessa metodologia 
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descrita pelo Instituto Adolfo Lutz é ácido, diferente da característica do meio reacional 

na produção de doce de leite, que possui pH em torno de 6,6-6,7, e nesse pH a 

espécie predominante é o sorbato. 

 A equação de Henderson-Hasselbalch (2) explica esse equilíbrio químico 

relacionando matematicamente o pH de uma solução tampão, o logaritmo negativo da 

constante de acidez (pKa) e as concentrações da forma ácida e da sua base 

conjugada. Através dela, é possível, então, prever qual espécie estará em maior 

concentração no meio, associando o pH da solução e o pKa do ácido (VOLGYI et al., 

2010). 

 

[𝐴− ] 𝑝𝐻 = 𝑝𝐾𝑎 + log10 
[𝐻𝐴] 

Equação 2 

 

Sendo, [A-] é a concentração da base conjugada, o sal e [HA] é concentração do ácido. 
 
Trazendo para o contexto desse estudo e sabendo que o pKa do AS 4,76, tem-se a 
seguinte relação: 
 
Se pH = pKa, então [sorbato] = [ac. sórbico]; 

 pH > pKa, então [sorbato] > [ac. sórbico];  

pH < pKa, então [sorbato] < [ac. sórbico]; 

 

Assim, foi investigada a estabilidade térmica do AS com variação de pH de 

acordo com a relação apresentada, ou seja, pH igual ao pKa (4,8), pH maior que o 

pKa (7,0) e pH menor que o pKa (2,5). Assim, as soluções modelo foram preparadas 

em matriz não láctea para que fosse possível variar o pH de cada uma delas (a 

aplicação do leite nesse caso seria inviável, pois em pHs muito baixos ocorreria 

coagulação devido à precipitação das proteínas). O ajuste do pH foi feito adicionando 

quantidade suficiente de ácido lático 85% (m/v), monitorado por pHmetro. O 

procedimento de fabricação foi similar à produção dos doces de leite, usando o 

evaporador de bancada, a mesma quantidade de açúcar, bicarbonato de sódio e água 

igual a quantidade de leite usada anteriormente, mesmo tempo e temperatura de 

evaporação. A adição do sorbato foi realizada em apenas um momento, sendo ao 

início do processo junto aos demais ingredientes, já que o intuito dessa etapa era que 

a molécula passasse pelo aquecimento em diferentes pHs. 

A mistura era concentrada até atingir cerca de 40 °Brix, novamente 
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determinado pelos cálculos prévios de balanço de massa e monitorado pela balança 

acoplada ao sistema de evaporação. Após a produção das misturas, estas eram 

igualmente submetidas ao preparo de amostra, de acordo com a ISO 9231| IDF 139, 

para serem posteriormente injetadas no HPLC sobre as mesmas condições 

cromatográficas já descritas. Foram três semanas de experimentos, com 2 preparos 

de amostra independentes para cada pH, injetados no equipamento uma vez cada, 

totalizando 18 injeções, de acordo com o esquema 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

 

4.1.4 Ensaio de recuperação de ácido sórbico em doce de leite com       
diferentes marcas de leite  

 

Esta avaliação é necessária, já que a matriz de estudo, DL, é considerada 

complexa. A matriz complexa, segundo a ANVISA, é aquela que contém um número 

indefinido de substâncias não monitoradas, que não podem ser obtidas sem a 

Esquema 2- Rotas de produção das soluções modelo com os pHs 
ajustados ao início (n=3). 
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presença do analito. A matriz láctea pode ser considerada complexa por possuir os 

componentes do leite como proteínas, gorduras, sais, açúcares, que podem interagir 

com analito de forma que prejudicaria a sua identificação e quantificação (BRASIL, 

2017). 

A determinação da taxa de recuperação estabelece a porcentagem do analito 

que fica retida na matriz de trabalho. Esse ensaio foi conduzido testando 3 marcas 

diferentes de leite pasteurizado integral, obtidos no comércio local de Juiz de Fora. 

Após a obtenção dos leites, juntamente com a sacarose e bicarbonato de sódio, os 

doces de leite eram fabricados como descrito no tópico 4.2, com a diferença da adição 

de sorbato. O sorbato de potássio, nesse procedimento, foi adicionado no momento 

do preparo da solução amostra, ou seja, após a pesagem dos doces para as etapas 

de preparo que antecedem a injeção no HPLC. 

Foi optado por trabalhar dessa forma para evitar quaisquer perdas do 

conservante relacionada ao processo de fabricação dos DL. As quantidades de 

sorbato adicionadas às amostras foram calculadas para atingirem 3 concentrações de 

AS sobre a massa pesada (3,0 g de amostra). Para isso, foi necessário levar em 

consideração o fator de correção das massas molares do sorbato e AS (0,745). Foram 

elas: baixa 300 mg/kg; média 600 mg/kg e alta 900 mg/kg. Essas concentrações foram 

escolhidas com base na legislação que permite o limite máximo de 600 mg/kg de AS em 

DL para uso comercial, e duas concentrações (uma abaixo desta e outra acima) para 

determinar os limites da análise. 

Cada concentração foi preparada 3 vezes, de formas independentes, para cada doce de 

leite produzido com as três marcas diferentes, e o branco da amostra também foi 

analisado (amostra sem adição de sorbato). Essas 4 variações (branco e fortificados) 

foram injetados 1 vez e 2 vezes cada no HPLC, respectivamente, totalizando 63 

injeções, como mostrado no esquema 3. 
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

 

 A recuperação foi expressa pela relação percentual do analito de concentração 

experimental (C), obtida através da quantificação no HPLC e a concentração teórica 

do analito adicionado na amostra (CTA), conforme equação 3. 

 Rec (%) = C ( adicionada na amostra)− C (amostra)x100𝐶𝑇𝐴 (𝑇𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜)                               Equação (3) 

 

4.2  REAÇÃO DE MAILLARD 
 

Na seção 4.2 será apresentada a metodologia desenvolvida para identificação e 

quantificação de 4 marcadores da RM em amostras comerciais de doce de leite.  

Esquema 3 – Procedimento experimental para determinação da taxa de 
recuperação (n=3). 
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4.2.1 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS DE DOCES COMERCIAIS 

 

Foram adquiridas 11 amostras de DL e similares, de marcas diferentes, 

brasileiras e estrangeiras, em pasta e em barra, comuns ou diets, obtidas dos 

comércios locais ou pela internet. Essas amostras foram direcionadas para os estudos 

com os 4 marcadores da RM. 

 

4.2.2 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA ANALÍTICA PARA 

IDENTIFICAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE INDICADORES DA REAÇÃO DE 

MAILLARD 

 

O desenvolvimento do método para essa análise foi adaptado dos trabalhos dos 

autores Chávez-Servín, et al. (2005) e Lund et al. (2022), que investigaram a presença 

dos analitos HMF, F, FMC e MF também em amostras lácteas. Para determinar o 

melhor método, ou seja, aquele que contempla um tratamento de amostra sem 

influenciar na concentração do analito de interesse, foram testadas diferentes 

concentrações dos agentes precipitadores de proteínas. 

Os compostos furfurais podem ser medidos por espectrofotometria com ácido 

tiobarbitúrico (TBA). Todavia, há desvantagem nesse método colorimétrico, já que ele 

não é específico para a detecção dos furfurais pela falta especificidade ao reagente 

cromogênico TBA. Além disso, a reação medida colorimetricamente é instável, a qual 

gera resultados variáveis e, por isso, necessita de um rigoroso controle de tempo.           

Assim, técnicas como HPLC podem ser usadas para uma medição mais precisa e 

confiável de furfural em produtos alimentícios. É valido destacar que há uma 

diferenciação dos furfurais livres e totais, nos quais os totais incluem os furfurais livres, 

vinculados às proteínas (como os produtos Amadori) e aqueles formados a partir                          de 

precursores. Os livres representam o teor dos compostos atual na amostra e a 

diferença de procedimento está no aquecimento, que é necessário para determinar os 

furfurais totais, como se fosse forçado um prolongamento da reação, além do estágio 

que ela se encontra. 

O procedimento foi desenvolvido para determinar furfurais livres e se deu da 

seguinte forma: 1g de de uma solução de DL 1% (v/v) foi misturado por vórtex por 20 

segundos com 200 μL de água ultra-pura. Em seguida, 300 μL de 55% (m/v) de ácido 
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tricloroacético (TCA) foi adicionado e misturado por vórtex durante 20 segundos e 

posterior centrifugação por 10 minutos. Depois disso, 500 μL do sobrenadante foi 

coletado e misturado novamente pelo vórtex com 100 μL de água ultra-pura e 300 μL de 

ácido tricloroacético (TCA) de 55% (m/v). As amostras foram centrifugadas por 20 minutos 

e o sobrenadante foi coletado e filtrado em filtro 0,22 μm, para posterior  injeção no RP-

HPLC. 

4.2.3 PARÂMETROS CROMATOGRÁFICOS 

 

A separação e quantificação dos analitos de interesse (HMF, F, FMC e MF) 

foram realizadas utilizando um sistema de cromatografia líquida de alta eficiência de 

fase reversa marca Waters, modelo 1252, detector DAD - Diode Array Detector e 

equipado com uma bomba binária. A análise foi feita em modo de eluição gradiente 

(quadro 1), com uma fase móvel composta de água e acetonitrila (ACN) na proporção 

inicial de (95,5:4,5) H2O: ACN, mantendo vazão constante de 1 mLmin-1. A separação 

cromatográfica empregou uma coluna Waters Spherisorb (150 mm ×4,6 mm; tamanho 

de partícula de 3 μm), a 30°C. O volume de injeção foi de 20 μL e HMF, F, FMC E MF 

serão detectados a um comprimento de onda de 284 nm. Os comprimentos de onda 

e tempos de retenção para cada HMF, F, FMC, MF, foram, respectivamente descritos 

no quadro abaixo. 

Quadro 1 - Modo de eluição gradiente 

Tempo (min) Fluxo (mL.min-1) % H2O % ACN 

- 1,0 95,5 4,5 

5 1,0 80,0 20,0 

9 1,0 95,5 4,5 

10 1,0 95,5 4,5 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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Gráfico 1 - Cromatograma do padrão de ácido sórbico 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Nas próximas seções serão apresentados e discutidos os resultados referentes ao 

primeiro capítulo na matriz doce de leite. 

 

5.1  ÁCIDO SÓRBICO 
 

 Nas seções 5.1 serão apresentados e discutidos os resultados da validação e da 

quantificação do ácido sórbico em doce de leite 

5.1.1 VALIDAÇÃO DA METODOLOGIA ISO 9231| IDF 139 

 

Esta validação envolveu o método analítico para determinação do conteúdo de 

AS em doce de leite pastoso, conforme adaptações da metodologia analítica da ISO 

9231| IDF 139 de 2008. Para isso, foram avaliados os parâmetros de seletividade, 

linearidade, precisão (repetibilidade e precisão intermediária), exatidão, limite de 

detecção e quantificação e taxa de recuperação (CONSTANTINO, 2013) conforme a 

RDC Nº 166, de 24 de julho de 2017. O gráfico 1 apresenta um cromatograma obtido 

para o padrão de AS na concentração de 50 µg/mL empregando a RP-HPLC. 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

 

A coluna cromatográfica usada possui um perfil hidrofóbico, ou seja, mais apolar 

e como o AS é um ácido carboxílico que possui uma cadeia carbônica de 6 carbonos, 

este é mais solúvel em solventes orgânicos e, consequentemente, interage mais 
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A 

B 

Gráfico 2 - Cromatogramas das amostras de doce de leite (A) com sorbato 
de potássio; (B) amostra sem sorbato de potássio. 

tempo com a fase estacionária, o que explica seu tempo de retenção ser próximo ao 

final da corrida. 

 

5.1.2 SELETIVIDADE 

 

A seletividade foi comprovada através da equivalência do tempo de retenção 

para o AS como padrão externo e também presente nas amostras, bem como pelo 

aumento da área do pico em amostras fortificadas. Não houve interferência 

comprovada pela ausência de resposta analítica nos tempos de retenção do AS, 

quando injetado o branco, ou seja, a amostra de doce de leite sem sorbato. É possível 

perceber que o pico do AS sai com um tempo de retenção próximo a 12 minutos na 

amostra, com alta resolução e sem sobreposição de outros picos, mostrando que no 

tratamento de amostra foi eficiente retirar os possíveis interferentes e manter o analito 

de interesse estável para a análise (gráfico 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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Gráfico 3 - Resposta analítica em função da concentração 
da susbtância 

5.1.3 LINEARIDADE 

 

 Sob as condições cromatográficas do método em implementado, foi verificada 

uma relação linear na faixa de 3,12 - 50 µg/mL de soluções padrão de AS, por análise 

de variância da regressão (r2). Para todos esses compostos, os valores r2 foram >0,99 

em 5 níveis (gráfico 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

 

5.1.4 SENSIBILIDADE 

 

Para determinar a sensibilidade do método, o limite de detecção (LD) e o limite 

de quantificação (LQ), foram estudados seguindo os critérios da RDC Nº 166, de 24 

de julho de 2017. Esses dois limites foram determinados pelo erro associado ao 

coeficiente angular da curva analítica, descritos nas equações 4 e 5, sendo 0,717 

µg/mL o LD e 2,171 µg/mL para LQ. 

 𝐿𝐷 = 3,3 𝑥 𝜎𝐼𝐶                                                                                                                          Equação (4) 
  

𝐿𝑄  = 10 𝑥 𝜎𝐼𝐶                                                                                                                          Equação (5) 
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Sendo: 

σ: desvio padrão 

IC: Inclinação da curva 

 

5.1.5 PRECISÃO E EXATIDÃO 

A precisão foi expressa por meio da repetibilidade a fim de avaliar as amostras 

sob as mesmas condições de operação, mesmo analista e mesma instrumentação em 

uma única corrida analítica. Foram realizadas 9 determinações, contemplando o 

intervalo linear do método analítico, sendo elas 3 concentrações: baixa, média e alta, 

com 3 réplicas em cada nível, conforme exposto na tabela 2. Os critérios de aceitação 

são DPR menor que 5 para precisão e intervalo de 90 a 110% para medida de exatidão. 

Sendo assim, os resultados obtidos podem ser aceitos. 

Tabela 2 - Resultados do ensaio de precisão e exatidão pelo método da 
repetibilidade 

Concentração 

(µg/mL) 

Precisão 

(DPR*) 
Exatidão (%) 

5 0,66 93,62 – 95,55 

20 1,37 96,00 - 98,72 

40 2,04 97,96-101,86 

*Desvio Padrão Relativo 
Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

A precisão foi expressa também por meio da precisão intermediária com a 

finalidade de expressar a proximidade entre os resultados obtidos da análise de 

uma mesma amostra, no mesmo laboratório, em pelo menos dois dias diferentes. 

Foram contemplados as mesmas concentrações e o mesmo número de 

determinações descritas na avaliação da repetibilidade (tabela 3). 
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Tabela 3 - Resultados do ensaio de precisão pelo método da precisão intermediária 

Concentração 

(µg/mL) 

Precisão 

(DPR*) 
Exatidão (%) 

5 2,91 87,38 - 94,55 

20 2,09 96,00 –101,52 

40 2,98 97,96-105,43 

*Desvio Padrão Relativo 
Fonta: Elaborada pela autora (2023). 

 O método implementado e validado conforme adaptações da metodologia 

analítica da ISO 9231|IDF 139 de 2008, empregando RP-HPLC, mostrou-se adequado 

para quantificação de AS em DL. O tratamento estatístico demostrou que o método 

pode ser considerado preciso, seletivo, linear dentro de uma ampla faixa de trabalho, 

exato com recuperação maior que 89% e sensível, apresentando limites de detecção 

e quantificação compatíveis com a curva analítica e amostras analisadas. 

 

5.1.6 DETERMINAÇÃO DO CONTEÚDO DE ÁCIDO SÓRBICO NO DOCE DE 

LEITE EM FUNÇÃO DO TRATAMENTO TÉRMICO 

 

 As determinações das concentrações de AS foram obtidas através da curva 

analítica, seguindo a faixa de trabalho descrita no tópico de linearidade. A tabela 4 

apresenta os resultados das concentrações de AS na matriz láctea. Os resultados são 

uma média de 4 valores, considerando os preparos de soluções amostra e as injeções 

no equipamento. 

 

Tabela 4 - Concentrações teóricas e experimentais amostras de DL com sorbato ao 
início e ao final 

Amostra Conc.teórica 
(mg/kg) 

Conc.exp 
(mg/kg) 

Exatidão (%) 

Doce Si*(pH 6,6) 585,10 ± 2,41 597,66 ± 15,68 99,08-104,17 

Doce Sf (pH 6,7) 649,14 ± 11,59 635,26 ± 18,13 93,98-103,85 

*Si: sorbato adicionado ao início; Sf: sorbato adicionado ao final. 
Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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Na fabricação de DL, o leite e o açúcar (sacarose) são aquecidos e concentrados 

e o pH alcançado ao final do processamento é ligeiramente menor, se comparado ao 

da mistura inicial, devido ao efeito de evaporação nos equilíbrios salinos e também à 

reação de Maillard e ao efeito de tamponamento do leite. Os resultados da tabela 4 

mostraram mais de 93% de exatidão para ambas amostras analisadas, com sorbato 

adicionado ao início do processo e ao final, indicando que a concentração obtida 

experimentalmente foi próxima da concentração teórica adicionada. A literatura reporta 

que o sorbato poderia perde-se com o aquecimento e, dessa forma, sua concentração 

final seria menor que a concentração inicial esperada, e, daí, partiria a usual 

recomendação de adicionar essa substância ao final da fabricação. Porém, os 

resultados    dessa quantificação revelaram que, neste doce desenvolvido em escala 

laboratorial e nas condições reacionais nas quais a matriz e seus componentes foram 

impostos (tempo de aquecimento, temperatura e pH), não houve perda significativa 

do conservante com a evaporação que justificasse a sua adição ser ao final do 

processo, já que mais de 93% do analito foi recuperado através dos cálculos. 

Alguns estudos já publicados com AS e seus sais corroboram com esses 

resultados. Dollimore e O’Connell (1998) investigaram por termogravimetria o 

comportamento térmico de conservantes, dentre eles o AS, aplicados a uma rampa 

de aquecimento de 10ºC por min e verificaram que ele “evaporou” parcialmente por 

um mecanismo cinético de ordem zero, no ar seco, a uma temperatura constante de 

135ºC. De Jesus et al. (2021) determinaram a estabilidade térmica e o processo de 

degradação do AS e seus sais, por meio de análises também termogravimétricas, e 

viram que o AS é facilmente sublimado mesmo em temperaturas relativamente baixas 

(80–134 °C) e, no caso do sorbato, embora a decomposição tenha ocorrido em 

temperaturas mais altas, mudanças sólido-sólido foram encontradas em cerca de 160 

°C. Torres et al., 1989 verificaram a estabilidade de AS durante processamento e 

armazenamento de queijos  e identificaram que um tratamento térmico de 2 horas a 

85°C não resultou em nenhuma  perda detectável de sorbato de potássio. 

 

5.1.7 ANÁLISE DO CONTEÚDO DE ÁCIDO SÓRBICO NAS SOLUÇÕES 

MODELO 

 

O gráfico 4 apresenta os cromatogramas obtidos nas injeções das soluções 

amostra nos três pH analisados. Devido à falta de capacidade tamponante (ausência 



29 
 

  
  

Gráfico 4 - Cromatogramas das soluções modelo nos três pH analisados 

do componente lácteo) o pH final alcançado, em média, para 2,5 foi 2,4, para 4,8 foi 4,9 

e para 7,0 foi 8,9. Esses resultados de pH, entretanto, não afetam o propósito do 

experimento, no qual a forma básica permaneceu como sal (sorbato de potássio) e a 

forma ácida como um ácido (AS), considerando a pka 4,8. 

 

 

     Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

 

A mudança de pH, após o aquecimento das soluções do modelo aquoso a pH 

abaixo de 5,0, foi menor em comparação com a mudança observada na amostra 

ajustada a pH 7,0. A tabela 5 mostra os valores médios e sua correspondente faixa 

de exatidão obtida para o AS a partir da análise cromatográfica. É notável que no 

menor (2,5) e maior (7,0) pH foram obtidas as menores e maiores taxas de 

recuperação, respectivamente. Isso é atribuível ao equilíbrio químico e às quantidades 

de formas não dissociadas e dissociadas existentes nos respectivos valores de pH, e 

é uma forte indicação de que em valores mais baixos de pH a forma ácida foi, de 

2,4 

4,9 

8,9 
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alguma forma, afetada pelo tratamento térmico aplicado. 

Isso significa que ocorrem perdas de AS se o pH for baixo em combinação com 

o tempo de processamento e a temperatura. O pH baixo, provavelmente, torna 

possível perdas por evaporação da temperatura e da água, porque se forma mais mols 

da forma não dissociada (ácido) que pode, então, ser afetada pelo processamento, 

reduzindo, assim,  sua concentração na amostra. 

A conclusão acima é apoiada pelos resultados recentes de De JESUS et al. 

(2021) sobre tratamento térmico e (perdas) das espécies AS e sorbato de potássio. 

Vale ressaltar que, em uma matriz aquosa, quase não existem possibilidades de 

retenção   para o analito em comparação com a matriz de leite, como nas amostras de 

DL. 

 

Tabela 5 - Concentrações de ácido sórbico nas soluções modelo 

Amostra Conc.teórica (mg/kg) Conc.exp (mg/kg) Exatidão (%) 

pH 2,4* 617,08 ± 39,45 396,6 ± 8,63 61,23-71,14 

pH 4,9* 677,01± 9,27 551,49 ± 54,04 74,51-89,71 

pH 8,9* 604,91± 56,11 622,93 ± 73,08 97,76-105,87 

*pH final após a produção da solução modelo. 
Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

 

Esses resultados indicaram, então, que, para ocorrer perda significativa do 

conservante  quando este é adicionado na forma de sal e passa por um tratamento 

térmico severo, o  pH deve ser considerado, uma vez que foi mostrado que, em meio 

ácido, quimicamente tem-se o  equilíbrio deslocado para formação da espécie 

protonada (não ionizada) e devido as suas propriedades físico-químicas, esta é capaz 

de ser perdida no processamento. Já o sorbato (espécie desprotonada), não é perdido 

durante o aquecimento na produção de DL porque o meio não  favorece a conversão 

para AS e, pelas propriedades de soluções, a água evapora “sozinha” e o sorbato fica 

solúvel na fase aquosa da solução. 

 

5.1.8 TAXA DE RECUPERAÇÃO 

 

A tabela 6 apresenta os resultados das porcentagens de recuperação para 

as 3  marcas de leite e dos pHs após a fabricação. 
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Tabela 6 - Porcentagens de recuperação para as 3 marcas de leite 

Concentração (mg/kg) Marca do leite %Recuperação pH 

 1 121,19 ± 18,05 6,60 

300 2 88,49 ± 32,57 6,42 

 3       127,39 ± 41,51 6,79 

 1 82,02 ± 7,53 6,62 

600 2 97,33 ± 7,92 6,50 

 3 92,60 ± 11,40 6,67 

 1 85,12 ± 5,27 6,66 

900 2 94,16 ± 10,26 6,45 

 3 93,48 ± 17,14 6,76 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

 

Todas as concentrações obtiveram recuperações altas, nas quais é possível 

destacar que a concentração média de 600 mg/kg (a concentração limite permitida para 

DL) foi o melhor resultado obtido, com menor variação de desvio, seguido do resultado 

obtido para a concentração de 900 mg/kg. 

 Os resultados foram satisfatórios e salientaram que a marca do leite não interfere 

na determinação do AS após a fabricação do doce, já que independente da marca, o 

analito foi mais de 82% recuperado para todas. 

 Contudo, o efeito de matriz se fez presente em todas as concentrações em 

função da complexidade da matriz láctea já exposta anteriormente. Esse efeito deve 

ser considerado na determinação do conteúdo de AS nas amostras de doce de leite, 

ou seja, para uma concentração de 600 mg/kg, deve-se considerar que, em média, 

9% do analito fica retido na matriz. 

 

5.2 REAÇÃO DE MAILLARD 
 

Nas seções 5.2 serão apresentados e discutidos os resultados referentes ao 

desenvolvimento, validação e determinação do conteúdo dos marcadores da reação de 

Maillard. 
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Gráfico 5 - Cromatograma dos 4 marcadores: HMF (5-hidroximetilfurfural); F (2-
furaldeído); FMC: (2-furil-metilcetona); MF: (5-metil-2-furaldeído) 

5.2.1 Validação da metodologia desenvolvida 

 

O gráfico 5 mostra um cromatograma obtido para analise simultânea dos 4 

marcadores da RM analisados. É possível observar que os picos estão bem definidos 

e separados, o que indica que a eluição da fase móvel foi eficiente para obter uma boa 

resolução do cromatograma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

 

Sob as condições cromatográficas do método desenvolvido, foi verificada uma 

relação linear na faixa de 0,16- 5 µg/mL para HMF e 0,06 - 2 µg/mL para F, FMC e 

MF, por análise de variância da regressão (r2). Para todos esses compostos, os 

valores r2 foram >0,99 em 6 níveis (gráfico 6). 
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Gráfico 6 - Linearidade dos 4 marcadores: HMF (5-hidroximetilfurfural); F 
(2-furaldeído); FMC: (2-furil-metilcetona); MF: (5-metil-2-furaldeído) (n=3) 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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A precisão foi expressa por meio da repetibilidade e foram realizadas 9 

determinações, contemplando o intervalo linear do método analítico, para cada um dos 

4 analitos estudados, considerando concentrações baixa, média e alta. As 

concentrações de análise são escolhidas arbitrariamente entre os pontos da curva 

analítica e os critérios de aceitação são DPR menor que 5 para precisão e intervalo 

de 90 a 110% para medida de exatidão. Logo, os resultados obtidos podem ser 

aceitos. 

Tabela 7 - Precisão e exatidão para os 4 analitos 

 
Analito 

Concentração 

        (µg/mL) 

Precisão 

(DPR*) 
Exatidão (%) 

 0,40 2,12 98,09-102,25 

 
HMF1 

1,75 1,46 94,40-97,22 

3,50 1,33 95,11-97,77 

 0,16 4,34 92,91-101,57 

 
F2 

0,70 2,61 102,96-108,15 

1,40 1,57 100,73-103,81 

 0,16 1,26 107,07-108,48 

FMC3 0,70 1,40 90,13-92,92 
 1,40 0,84 92,83-94,48 

 0,16 4,18 99,83-107,70 

MF4 0,70 1,70 93,39-94,91 
 1,40 1,48 93,31-96,14 

1HMF (5-hidroximetilfurfural); 2F: (2-furaldeído); 3FMC: (2-furil-metilcetona); 4MF: (5-metil-
2- furaldeído). 
*Desvio Padrão Relativo 
Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

 

A sensibilidade foi determinada calculando LD e LQ para todos ao analitos, 

novamente pelas equações 4 e 5, que levam em consideração parâmetros das curvas 

analíticas. Os resultados estão na tabela 8 e mostram que o método pode ser 

considerado sensível por conseguir detectar e quantificar concentrações mínimas de 

analito. 
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Tabela 8 - LD e LQ para os 4 marcadores 

 HMF1
 F2 FMC3 MF4 

LD (µg/mL) 0,041 0,030 0,042 0,042 

LQ (µg/mL) 0,125 0,125 0,066 0,128 
1HMF (5-hidroximetilfurfural); 2F: (2-furaldeído); 3FMC: (2-furil-metilcetona); 4MF: (5-metil-
2- furaldeído). 
Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

 

O ensaio de adição/recuperação foi realizado em todas as amostras, através 

da fortificação com concentrações conhecidas dos 4 analitos aos doces. A tabela 9 

apresenta os resultados apenas para a recuperação do HMF, pois foi o único analito 

que esteve presente nas amostras, como será discutido no próximo tópico. As 

recuperações oscilaram de 74,13 até 107,47, o que indica que a matriz retém parte do 

analito, sendo esse efeito mais pronunciado em algumas amostras do que em outras. 

Contudo, os resultados indicam que o tratamento de amostra foi eficiente para eliminar 

possíveis interferentes, sem prejudicar a identificação do analito. 

 

Tabela 9 - Percentual de recuperação de HMF nas amostras (n=2) 

Amostra % Recuperação 

I 97,8 ± 3,6 

II 99,1± 4,0 

III 102,6 ± 3,4 

IV 74,1 ± 3,6 

V 79,0 ± 0,7 

VI 107,5 ± 7,9 

VII 86,9 ± 0,7 

VIII 80,6 ± 3,8 

IX 98,8 ± 3,4 

X 95,7 ± 9,7 

XI 103,9 ± 5,5 

 Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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5.2.2 Determinação do conteúdo dos marcadores da reação de Maillard em 
doce de leite 

 

Após o desenvolvimento do método para análise simultânea dos 4 marcadores 

da RM por RP-HPLC, as 11 amostras foram submetidas ao preparo que antecede a 

análise para a verificação da presença dos analitos na matriz. A tabela 10 apresenta 

os resultados, onde é possível observar que foi detectado e quantificado HMF para 

todas  as amostras, e F foi detectado nas amostras X e XI, mas não foi possível de ser 

quantificado por estar abaixo do LQ do método. FMC e MF não foram detectados para 

nenhuma amostra. Outros estudos também não encontraram FMC e MF em amostras 

lácteas (CHÁVEZ-SERVÍN  et al., 2005;  LUND et al., 2022; FERRER et al., 2000). 

Demirhan et al. (2015) determinaram HMF e F para alimentos destinados à crianças, 

à base de cereais e leite, e identificaram HMF e F em todas as amostras, exceto em 

uma não foi identificado F. 

A literatura reporta que, no estágio intermediário da RM, se formam derivados 

furfurais, sendo o HMF mais amplamente mencionado e quantificado, seguido do F. A 

formação de FMC e MF, nas condições da RM, ainda não foi bem explorada e discutida, 

principalmente para DL, mas alguns autores relatam que o aparecimento desses 

compostos pode estar associado às elevadas cargas de calor ao produto, ou seja, 

possivelmente, um tratamento térmico mais severo, ou um prolongado tempo de 

armazenamento. Sabe-se que esses fatores podem estender a RM e, com isso, 

poderiam impulsionar a formação de FMC e MF através de conversões entre os 

próprios derivados furfurais já formados na matriz. 
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Tabela 10 - Conteúdo de HMF, F, FMC e MF em 11 amostras de DL 

Amostra 
HMF1 livre F2 livre 

(mg/100g) 
FMC3 livre 
(mg/100g) 

MF4 livre 
(mg/100g) (mg/100g) (µmol/kg) 

I 1,08 ± 0,21 121,5 ± 34,8 n.d. n.d. n.d. 

II 1,06 ± 0,02 84,2 ± 1,9 n.d. n.d. n.d. 

III 1,62 ± 0,58 89,1 ± 10,5 n.d. n.d. n.d. 

IV 0,63 ± 0,08 49,8 ± 6,3 n.d. n.d. n.d. 

V 0,90 ± 0,11 71,1 ± 8,9 n.d. n.d. n.d. 

VI 2,15 ± 0,04 170,3 ± 3,2 n.d. n.d. n.d. 

VII 1,82 ± 0,14 144,7 ± 11,1 n.d. n.d. n.d. 

VIII 1,51 ± 0,23 120,2 ± 17,9 n.d. n.d. n.d. 

IX 1,55 ± 0,33 123,1 ± 26,4 n.d. n.d. n.d. 

X 3,30 ± 0,30 262,0 ± 23,5 <LQ n.d. n.d. 

XI 2,10 ± 0,01 166,7 ± 0,4 <LQ n.d. n.d. 
1HMF (5-hidroximetilfurfural); 2F: (2-furaldeído); 3FMC: (2-furil-metilcetona); 4MF: (5-metil-2- 
furaldeído); n.d.: não detectado; >LOQ: abaixo do limite de quantificação. 

Fonte: Elaborada pela autora (2023)  
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6 CONSIDERAÇÕES 

 

Neste capítulo,  inicialmente, foi investigado o comportamento térmico do AS e 

do sorbato de potássio na tecnologia de fabricação de DL a fim de avaliar eventuais 

limitações para seu uso durante a produção do doce. Os resultados da determinação 

de AS nas amostras de DL mostraram que a fabricação desse tipo de produto não 

favorece a perda do sorbato durante o aquecimento. Dessa forma, o momento da adição 

do conservante, seja no início do processo ou ao final, não interfere na sua 

concentração final desejada. 

Na segunda parte do estudo com os 4 marcadores da reação de Maillard, foi 

possível concluir que o método desenvolvido satisfez o objetivo principal de identificar 

os 4 marcadores da RM em amostras de DL, com boa sensibilidade de análise, 

precisão e exatidão. Os resultados obtidos acusaram a presença apenas de HMF em 

todas as amostras, que foi identificado e quantificado, e F foi detectado em duas 

amostras, mas não quantificado. Os demais não foram encontrados nas amostras. 
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7 USO DO PERMEADO DE LEITE COMO INDUTOR DA  CRISTALIZAÇÃO DE 

LACTOSE EM LEITE CONDENSADO 

 

A partir da secão 7.1, será apresentada uma revisão bibliográfica com base 

nos principais tópicos abordados neste segundo capítulo. 

 

7.1  REFERENCIAL TEÓRICO 
 

Incorporado em diversas receitas na culinária como bolos, cremes, doces, 

pudins, o LC é um dos derivados lácteos mais consumidos no mundo todo. No Brasil, o 

produto tem grande aceitabilidade nos lares do país: dados da Pesquisa de 

Orçamentos Familiares (POF) do IBGE, em 2020, mostram que o LC representou 2% 

do consumo domiciliar de lácteos em 2017-2018 e, de acordo com a Associação 

Brasileira de Supermercados, em 2019, o LC esteve em 90% das residências 

brasileiras. Segundo os dados divulgados da Comex Stat (sistema para consultas e 

extração de dados do comércio exterior brasileiro), em 2022, o LC esteve entre  os 

principais produtos que tiveram maior participação no volume total exportado, na  qual 

o leite UHT recuou cerca de 53%, enquanto o LC e o creme de leite avançaram 180% 

e 19%, respectivamente (MILKPOINT, 2022). 

O LC pode ser classificado de acordo com seu teor de gordura, sendo: LC com 

alto teor de gordura mínimo de 16,0g/100g; LC integral gordura: mínimo de 8,0g/100g e 

inferior a 16,0g/100g; LC parcialmente desnatado: gordura: superior a 1,0g/100g e 

inferior a 8,0g/100; LC desnatado: gordura: máximo 1,0g/100g. Ainda segundo a 

IN nº47 (2018), o LC deve possuir consistência viscosa e semilíquida; cor branca 

amarelada; odor e sabor próprios textura homogênea com ausência de arenosidade, 

ou seja, sem cristais perceptíveis com relação a parte nutricional, ter altos níveis de 

minerais, carboidratos e proteínas (BRASIL, 2018; SILVA et al., 2020). 

Tais características sensoriais, como cor e sabor, e pré-requisitos físico- 

químicos são adquiridos durante a fabricação do LC, que, diferentemente do seu 

análogo DL, possui condições de pressão reduzida, isto é, necessita que seja 

realizada em evaporador a vácuo. O fluxograma geral de fabricação de LC engloba 

etapas como tratamento térmico, homogeneização, microcristalização. No tratamento 

térmico, é feita a eliminação de microorganismos através da pasteurização; a 
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homogeneização utiliza de altas pressões para estabilizar a emulsão e retardar a 

separação de gordura. Quanto à etapa de microcristalização, esta é importante para 

evitar-se o defeito de arenosidade no LC (RENHE, PERRONE E SILVA, 2011). 

A viscosidade é um parâmetro importante de ser mencionado no LC. Ela 

aumenta com a adição de açúcar e deve ter um limite tal qual o LC deva ser cremoso e 

liso e escorra facilmente, mas também deve ser viscoso o suficiente para evitar que a 

lactose decante ou que a gordura seja facilmente separada. É geralmente menos 

viscoso que o DL, e é de conhecimento que, naturalmente, ocorra aumento da 

viscosidade do produto ao longo do tempo (RENHE, PERRONE E SILVA, 2011). 

 

7.2 CARACTERÍSTICAS DA LACTOSE 
 

A lactose é o principal açúcar do leite, a primeira fonte de alimento para os 

lactentes e é classificada como dissacarídeo, já que compreende a uma molécula de 

glicose e outra de galactose, ligadas por uma ligação glicosídica β-1, 4 (figura 12). É  o 

hidrato mais predominate do leite na maior parte dos mamíferos em comparação a 

outros monossacarídeos, como glicose e galactose, que existem em concentrações 

muito baixas (YANG et al., 2021; DOMINICI et al., 2022; PERRONE, 2004). A 

quantidade de lactose no leite varia de acordo com as espécies, por exemplo, cerca 

de 4,6 a 4,8% em média para leite bovino e 7% para leite humano, e fatores como a 

fase de lactação da vaca e alimentação influeciam diretamente nessa concentração 

(PORTNOY et al., 2021; PERRONE, 2019). 

As indústrias alimentícias e farmacêuticas utilizam amplamente a lactose 

devido a sua baixa doçura, baixo valor calórico e baixo índice glicêmico. Além disso, 

esse açúcar tem boa compressibilidade, plasticidade e firmeza, que são necessárias 

ao setor farmacêutico (SÁNCHEZ-GARCÍA et al., 2022). É comum se falar de um 

condição chamada intolerância à lactose, que é caracterizada pela incapacidade de 

alguns indivíduos digerirem esse açúcar devido à deficiência total da enzima lactase 

ou β-galactosidase, responsável pela ruptura da ligação glicosídica em seus 

monossacarídeos constituintes, glicose e galactose. Os principais sintomas dessa 

condição estão relacionados a distensão e dores abdominais, flatulências e diarreia, 

ambos causados pela fermentação da lactose, resultando na produção de gases como 

metano, dióxido de carbono e hidrogênio (FACIONI et al., 2021; GASPARIN et al., 
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2010; TORRES et al., 2017). 

Com intuito de atender ao público intolerante, cada vez mais são vistos 

produtos zero lactose no mercado, ou seja, que foram submetidos à hidrólie 

enzimática da lactose, obtendo em maior concentração glicose e galactose em sua 

composição. Essa conversão é consideravelmente interessante, do ponto de vista 

tecnológico, pois os produtos da hidrólise, em combinação, são mais doces, mais 

solúveis, diretamente fermentados e imediatamente absorvidos no intestino do 

lactente (MORRISEY, 1985). 

Quimicamente, a lactose aparece em duas formas isoméricas, α e β-lactose 

(figura 13). Essas duas formas diferem-se somente com relação à localização do 

grupo redutor presente no carbono anomérico da unidade de glicose, variando as 

posições do hidrogênio e do grupo hidroxila. As duas formas podem ser distinguidas 

por meio de sua rotação específica e também diferem em suas propriedades químicas 

e físicas, tais como solubilidade, temperatura, pH e cristalização, levando a diferentes 

características quando empregados como ingredientes em alimentos e fármacos 

(DOMINICI et al., 2022; HALFWERK et al., 2023). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

 

Quando a α- ou β-lactose são colocadas em solução, as duas formas coexistem 

Figura 3 - Estrutura da α-lactose (A) e β-lactose (B) 
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e são capazes de se converterem entre si, propriedade conhecida como mutarrotação. 

Assim, se a α-lactose é adicionada à água em 20 ºC, ela se dissolve até a saturação, 

a adição de mais α-lactose para a solução faz uma mutarrotação ocorrer, de modo 

que a forma α começa a se converter em β- e esse fenômeno acontece até que um 

equilíbrio termodinâmico seja estabelecido. Em equilíbrio, a forma α-lactose representa 

37% do soluto dissolvido, enquanto β-lactose representa 63%. A mutarrotação pode ser 

mensurada pela medição da rotação óptica da solução. A rotação óptica para α-lactose 

a 20ºC é [α]°D= +89,4 e para β-lactose a 20ºC, [β]ºD= +35. A concentração de 

equilíbrio e a taxa de mutarrotação de α- e β- lactose são dependentes da temperatura 

(DOMINICI et al., 2022; SÁNCHEZ- GARCIA et al., 2021; PORTNOY et al., 2021; 

PERRONE, 2019). 

A solubilidade é uma propriedade fortemente dependente da temperatura. De 

acordo com o equilíbrio químico das espécies α e β, quando se aumenta a 

temperatura, a forma α eleva sua solubilidade e desloca o equilíbrio para a forma β. De 

fato, no 93,5 ºC, este último é o anômalo prevalecente na solução. Entretanto, na água, 

a lactose não se dissolve facilmente em comparação com outros açúcares simples e 

essa característica faz com que essa molécula sofra, espontaneamente, o processo 

de cristalização. 

 

7.3  CRISTALIZAÇÃO E NUCLEAÇÃO DA LACTOSE 
 

Produtos concentrados como doce de leite e leite condensado sofrem perda de 

água, obtendo teor de sólidos maior e umidade menor, se comparado ao leite que os 

deu origem. Algumas mudanças ocorrem diante desse processo, como diminuição da 

atividade de água, modificação na conformação das proteínas, aumento da densidade 

e, principalmente, aumento da viscosidade. Com a retirada de água, LC forma uma 

espécie de solução supersaturada (PERRONE, 2019). Do ponto de vista  químico, a 

solução supersaturada é aquela na qual a concentração do soluto excede sua 

solubilidade, ou seja, tem mais soluto disponível do que o solvente consegue dissolver 

(LEWIS et al., 2015). 

Nessa situação, a lactose possui um comportamento muito específico devido a 

sua solubilidade ser menor que a dos outros açúcares que podem ser encontrados no 

leite. Com menor teor de água e diminuição da temperatura do produto, a lactose fica 
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suscetível à cristalização. Para ocorrer a cristalização da lactose, dois eventos são 

importantes: a nucleação, que é a geração de novos cristais e o crescimento desses 

cristais sucessivamente. A nucleação pode ser primária ou secundária. O primeiro tipo 

necessita de uma solução supersaturada, enquanto a nucleação secundária usa de 

cristais já formados na solução como fonte para novos cristais (PORTNOY et al., 2021; 

HALWERK et al., 2023; LEWIS et al., 2015). 

Na tecnologia de fabricação do LC, a nucleação primária é favorecida, uma vez 

que a força motriz para o aparecimento de cristais de lactose é a formação de solução 

supersaturada. Entretanto, não surgem cristais de lactose no DL e no LC 

imediatamente após a fabricação, pois os produtos são soluções supersaturadas 

estáveis, pelo menos por um tempo determinado. Fatores como a diminuição da 

temperatura do produto, que reduz a solubilidade do soluto e a agitação constante do 

produto, favorecem o aparecimento dos cristais. O limite da saturação para se iniciar 

o aparecimento de cristais é chamado de zona metaestável, assim com a redução de 

água do meio, a lactose tem preferência em se organizar na forma cristalina, por ser 

um estado menor energia (ZAMANIPOOR et al., 2014; PERRONE, 2019). 

O aparecimento de cristais com tamanhos acima de 16 µm, em média, 

conferem um defeito conhecido por arenosidade e, na tecnologia de fabricação do LC, 

o processo de microcristalização ou cristalização forçada é usado para que seja 

possível controlar o tamanho dos cristais, a fim de que estes não crescam e se tornem 

perceptíveis ao paladar (WALSTRA et al., 2001; PERRONE, 2019). Essa técnica, 

também conhecida como semeadura, consiste em três ações: resfriamento controlado 

da solução de lactose, adição de núcleos de cristalização e agitação contínua. Na 

etapa de resfriamento, a temperatura da solução é reduzida entre 20 e 28 ºC, 

provocando diminuição da solubilidade da lactose e, consequentemente, favorecendo 

a formação de núcleos (RENHE, PERRONE E SILVA, 2011; RENHE et al., 2017). 

Posteriormente, cristais pequenos de lactose (núcleos) são adicionados à 

solução supersaturada, induzindo à formação de novos cristais, que são formados 

espontaneamente. Esse processo deve ter o auxílio de agitação constante para 

melhorar a homogeneidade e a uniformidade dos cristais. Ao final, obtêm-se um 

produto com textura desejável e com formação controlada de cristais pequenos, o 

que dificultará a sua percepção sensorial (PERRONE et al., 2017). 
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7.4  PERMEADO DE LEITE 
 

O permeado de leite é um subproduto da fabricação do concentrado proteico do 

leite, utilizando ultrafiltração e posterior secagem por pulverização. A lactose é um dos 

principais constituintes do permeado de leite, juntamente com sais minerais e 

proteínas solúveis. Segundo a Think USA Dairy, sua composição tem como principal 

composto a lactose, sendo ela entre 78 e 88 %. Além disso, o teor de proteína pode 

chegar a 5 %, o de gordura no máximo, 1,5 % e o restante de minerais. Por conter 

quase 90% de lactose, o permeado de leite em pó pode ser um bom agente de 

nucleação para a cristalização forçada em LC, e seu uso, no lugar da lactose pura, 

pode gerar um leite condensado de forma mais econômica, uma vez que o permeado 

é um subproduto que geralmente é descartado (ANDALANENI & AMAMCHARLA, 

2018; PERRONE, 2006). 

Santos (2016) utilizou o permeado de leite como adjunto na produção de 

cerveja de alta fermentação e as cervejas com o permeado receberam boa aceitação   

em avaliação sensorial. Apesar disso, não se encontra muitos estudos com uso de 

permeado explorando as diversas funções que esse ingrediente pode proporcionar, 

tornando viável aprofundar os estudos sobre esse subproduto, a fim de obter 

conhecimento das suas características funcionais e benéficas para outros produtos. 
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8  MATERIAL E MÉTODOS 

 Nas seções seguintes, serão apresentados a obtenção das amostras, assim 

como os esquemas de produção dos leites condensado e as ferramentas analíticas 

aplicadas para as análises. 

8.1 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS EM PÓ 
 

 As amostras de permeado de leite, micronizado e não micronizado, e a amostra 

de lactose não micronizada usadas neste estudo foram disponibilizadas por uma 

empresa parceira do projeto Doremus Alimentos (Guarulhos/SP). A amostra de 

lactose micronizada é do próprio grupo de pesquisa, da UFJF (Juiz de Fora/MG). 

 

8.2  MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA DOS INGREDIENTES 
 

A microscopia eletrônica de varredura foi realizada em um microscópio modelo 

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

 

8.3  PRODUÇÃO DOS LEITES CONDENSADOS 
 

Os leites condensados foram produzidos no rotaevaporador a vácuo de 

bancada com capacidade de 10 kg, da marca BUCHI modelo R-220, usando 9 kg de 

leite padronizado para 3% de gordura e, aproximadamente, 1,59 kg de sacarose. 

Inicialmente, leite e açúcar foram submetidos a um tratamento térmico de 85 °C por 3 

minutos e logo após foram levados ao processo de concentração a vácuo no 

rotaevaporador. A mistura foi concentrada até atingir entre 70-72°Brix e, após a 

finalização do processo, o leite condensado foi fracionado em 4 cubas para adição de 

0,05% de cada ingrediente (permeado micronizado e não micronizado, lactose 

micronizada e não micronizada) com relação à massa para a microcristalização da 

lactose, conforme mostrado no esquema 4. 

A cristalização foi feita com controle de temperatura e agitação por cerca de 

18 horas, na qual foi realizado o monitoramento do perfil de cristalização, em 

microscópio ótico 1 dia após a fabricação e 7, 15 e 30 dias de armazenamento. 
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
 
 

8.4  ANÁLISES DE VISCOSIDADE 
 

A viscosidade aparente foi determinada em viscosímetro rotacional marca 

Quimis® modelo: Q860M21. As amostras eram posicionadas na altura recomendada, 

usando o rotor 3. A rotação foi ajustada para se obter uma porcentagem de 50% 

(relativa à força do rotor na amostra). A viscosidade também foi determinada pelo 

viscosímetro tipo Copo Ford de alumínio usando o terceiro orifício, no qual a amostra 

era homogeneizada e nivelava-se o aparelho, de preferência com nível bolha de 

centro. O orifício era fechado com o dedo e o copo preenchido com a amostra até o 

nível mais elevado, sem bolhas de ar. Removia-se  o excesso com uma placa de vidro 

plana e retirava-se o dedo do orifício, acionando simultaneamente o cronômetro. Na 

primeira interrupção do fluxo de escoamento, anotava-se o tempo transcorrido em 

segundos. 

Foi realizado o Teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade, para comparar 

Esquema 4 – Procedimento experimentalpara fabricação dos leites condensados (n=3) 
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as médias dos resultados e verificar a magnitude das diferenças entre elas. 

 

8.5  MICROSCOPIA ÓTICA 
 

O acompanhamento do perfil de cristalização de cada tratamento foi conduzido 

no microscópio ótico marca Medilux modelo MC30, usando a objetiva de 25X. Com 

auxílio de um palito de madeira fino, uma quantidade ínfima da amostra de cada LC 

era colocada sobre uma lâmina de vidro, previamente limpa e pressionada por uma 

lamínula, também de vidro, para formar uma superfície lisa e homogênea da amostra 

a ser levada ao microscópio para análise dos cristais de lactose. 

 

8.6  TRATAMENTO DAS IMAGENS NO IMAGEJ 
 

As microscopias foram avaliadas em software específico para tratamento de 

imagens a fim de obter dados estatísticos que auxiliem na comparação do perfil de 

cristalização obtido para cada ingrediente investigado. O procedimento para aanálise 

no software foi adaptado de Schumacher et al., 2014. As adaptações foram 

necessárias para adequar o procedimento ao microscópio disponível para esse 

trabalho e, assim, obter um resultado com mais confiabilidade para a realidade do 

experimento. 

Basicamente, o software necessita de uma escala de tamanho conhecida, que é 

adicionada através do próprio programa do microscópio ótico, desde que esteja 

corretamente calibrado de acordo com as informações do fabricante. Essa distância 

conhecida serve como parâmetro de tamanho para o software medir automaticamente 

o tamanho dos cristais. Após fornecer essa distância, as próximas etapas são 

necessárias para que o software consiga refinar a imagem original, aplicando 

contrastes de cor e modificações para escala binária (preto-branco), a fim de identificar 

de fato o que é cristal e o que não é. Por fim, o programa apresenta uma relação de 

número e tamanho médio de cristais identificados automaticamente e o perfil de 

imagem da microscopia em preto e branco após cada tratamento de cor. 
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9  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Nas próximas seções serão apresentados e discutidos os resultados referentes ao 

segundo capítulo na matriz leite condensado. 

 

9.1  CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DOS INGREDIENTES EM PÓ PELO 
MEV 
 

 A figura 4 mostra as imagens obtidas pelo MEV com aumento de 200x e 1000x. A 

micronização é um processo de moagem ultrafina que reduz o tamanho das partículas 

e pelas imagens obtidas, é possível observar que o permeado e a lactose não 

micronizados possuem formatos maiores de partículas se comparados aos 

ingredientes micronizados, sendo o permeado não micronizado o maior entre eles e 

com maior formação de agregados também. Já pós os micronizados, se 

caracterizaram por possuir um perfil similar de formato e tamanho de partículas. A 

diferença de tamanho fica ainda mais pronunciada quando se observa a morfologia 

com aproximação de 1000x. Esse perfil sugere que os ingredientes com micronização 

vão induzir a formação de cristais menores e em maior quantidade. 
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 Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

Figura 4 - MEV dos ingredientes testados. A: lactose não micronizada; B: lactose 
micronizada; C: permeado não micronizado; D: permeado micronizado 
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9.2  MONITORAMENTO DA VISCOSIDADE APARENTE NO SHELF-LIFE 
 

Os resultados das viscosidades estão apresentados na tabela 11. O tempo 

obtido pelo Copo Ford se relaciona aos resultados do viscosímetro rotacional, já que 

quanto mais viscoso for o produto, menor será seu tempo de escoamento. No D1, 

todos possuíam valores de viscosidade sem diferenças significativas ao nível de  5% 

de certeza. 

Houve incremento de viscosidade com o tempo para todos os tratamentos, 

tanto pelos resultados do viscosímetro rotacional quanto pelo Copo Ford, evidenciado 

pelo tratamento estatístico, nos quais D1 apresentou diferença para D30, sendo o T4 o 

tratamento que obteve maiores valores de viscosidade, que se diferiram dos demais. 

Os dados do Copo Ford obtiveram maior variação de D1 a D30, se comparados 

aos dados do viscosímetro rotacional, de acordo com a análise estatística.Este perfil 

sugere que os resultados do Copo Ford são mais “sensíveis” às pequenas variações 

de viscosidade aparente, já que de D15 para D30, nas amostras T1, T2 e T3, pelo 

viscosímetro rotacional, não houve diferença significativa entre nos resultados e pelo 

Copo Ford, as mesmas amostras obtiveram diferenças significativas. Apenas T4 

alcançou diferenças significativas nos resultados de viscosidade pelos dois métodos, 

de D15 a D30. 
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Tabela 11- Dados da análise de viscosidade dos leites condensado 
 T1**  T2  T3  T4  

Tempo 
Visc. Rot. 
(mPa.s) 

Copo 
Ford (s) 

Visc. Rot. 
      (mPa.s) 

Copo 
Ford (s) 

Visc. Rot. 
      (mPa.s) 

Copo 
Ford(s) 

Visc. Rot. 
(mPa.s) 

Copo 
Ford(s) 

D1 2116,7±155,2Aa* 528±15Ba 2190,1±146,4Aa 553±10Ba 2215,6±127,1Aa 540±16Ba 2155,9±125,4Aa 534±17Ba 

D7 3039,7±100,2Ab 666±50Bb 3171,2±255,2Ab 694±12Bb 3055,9±100,8Ab 664±25Bb 3147,7±186,4Ab 836±25Cb 

D15 3464,0±210,1Abc 736±25Bb 3505,8±222,4Abc 825±13Bc 3542,3±98,4Ac 794±22Bc 3521,4±144,7Ac 1028±16Cc 

D30 3775,0±142,1Ac 1052±20Bc 3654,2±126,4Ac 1161±15Bd 3775,8±114,4Ac 1069±14Bd 4139,2±117,9Ad 1523±14Cd 

Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, na mesma linha (para o mesmo parâmetro) e mesma letra minúscula na mesma         coluna 
(para mesmo parâmetro) não diferem pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade. 
**T1:LC com lactose não micronizada; T2: LC com lactose micronizada; T3: LC com permeado não micronizado; T4: LC com permeado 
micronizado. 
Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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9.3  COMPARAÇÃO DO PERFIL DE CRISTALIZAÇÃO 
 

O principal resultado referente ao perfil de cristalização é mostrado na figura 5. 

É possível observar que os ingredientes micronizados induziram a formação de mais 

cristais e em diâmetros menores, perfil observado em D1 e que se manteve em D30. 

Uma característica observada é uma aparente diminuição do volume de cristais do D1 

para o D30, principalmente para as amostras T3 e T4, que foram usados os 

ingredientes sem micronização. 

Esse resultado mostrou que o tamanho das partículas do agente nucleador 

influencia diretamente no tamanho e na quantidade de cristais formados, ou seja, a 

micronização é um fator crucial que mede o perfil dos cristais do produto. Os 

ingredientes micronizados induziram nucleação mais eficiente, os cristais se 

formaram de forma mais abundante e com diâmetros menores. Além disso, é 

possível observar que o permeado é um bom agente de cristalização em LC, 

principalmente o micronizado                 (amostra T4), pois obteve um perfil similar ao produto 

cristalizado usualmente com lactose pura. O tipo de cristal formado pela lactose 

recebe o nome de tomahawk, formato              similar à pirâmide e aos prismas, igual ao cristal 

induzido pela microcristalização com permeado (ORDÓÑEZ, 2005). 

Com relação ao aspecto sensorial, uma avaliação prévia e simplória revelou 

que o produto com permeado possui sabor semelhante ao tradicional, sem efeito 

significativo da composição do permeado, que contempla sais do leite. Assim, espera-

se que esse produto seja aceito no mercado sem objeções, mas vale destacar que 

uma avaliação sensorial mais completa é necessária para determinar a aceitação 

desse produto pelos consumidores de forma mais ampla. 
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Figura 3 -  Microscopia em D1 e em D30. T1: LC com lactose não micronizada; T2: 
LC com lactose micronizada; T3: LC com permeado não micronizado; T4: LC com 

permeado micronizado 
 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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Figura 6- Perfil de imagem no ImageJ para T1: LC com lactose não micronizada; 
T2: LC com lactose micronizada; T3: LC com permeado não micronizado; T4: LC 

com permeado micronizado 

9.4  COMPARAÇÃO ESTATÍSTICA DO PERFIL DE CRISTALIZAÇÃO PELO 
SOFTWARE  IMAGEJ 
 

Para assegurar os resultados visuais com dados estatísticos, foi usado o 

software ImageJ para tratamento das imagens, no qual foi possível identificar tamanho 

médio dos cristais e a quantidade formada. A figura 6 mostra o perfil da imagem que o 

software gera  após a finalização do procedimento com os cristais identificados. 

Observa-se que a imagem final se caracteriza por um fundo branco contendo os 

cristais sombreados em preto. Nota-se também que, principalmente para T1 e T3 que 

são amostras que formaram menos cristais, o software identificou além dos cristais de 

fato, outros elementos externos, que podem estar na lâmina de análise ou na lente do 

microscópio. Assim, é importante ressaltar que, para obter um resultado mais exato, 

deve-se procurar eliminar quaisquer interferentes que possam atrapalhar o correto 

reconhecimento dos cristais pelo software. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

 

A tabela 12 mostra que houve uma tendência em diminuir o número de cristais 
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de todos os tratamentos, apesar da análise estatística não identificar diferenças 

significativas, considerando os desvios de cada tratamento. Uma diminuição dos 

cristais poderia estar relacionada ao aumento da viscosidade dos produtos, que foi 

observada para todos com os dados da tabela 11. Com aumento de viscosidade, a 

taxa de cristalização torna-se mais lenta devido à falta de mobilidade das moléculas 

de lactose, reduzindo o crescimento dos cristais (SILVA et al., 2015). 

É possível observar que T1 e T3, que são amostras com lactose e permeado 

sem micronização, respectivamente, possuem menor número de cristais e em 

tamanhos maiores, se comparados aos tratamentos com ingredientes micronizados, 

corroborado pela análise estatística que identificou diferenças significativas entre os 

resultados de número e diâmetro dos cristais do permeado micronizado e não 

micronizado, bem como para lactose micronizada e não micronizada. A lactose sem 

micronização gerou mais cristais em valores absolutos do que o permeado análogo, 

mas a análise estatística não identificou diferenças significativas entre eles. As 

amostras com ingredientes micronizados obtiveram em torno de 700 a 800 cristais por 

campo microscópico identificados, com tamanhos médios que oscilaram de 9,25 a 

11,98 µm, e esses resultados não obtiveram diferenças significativas pelo teste de 

Tukey. A cristalização com lactose e permeado sem micronização geraram em torno 

de 100 a 200 cristais por campo microscópico, com tamanhos de 13,28 a 16,15  µm e 

também foram considerados sem diferenças estatísticas entre si. 

Quanto maior for o cristal, pior para o produto, já que os maiores cristais tendem 

a atrair e fazer com que os menores se depositem em cima deles, aumentando ainda 

mais o tamanho e se tornando cada vez mais perceptíveis ao paladar, o que confere 

defeito ao produto. Assim, fica comprovado que os ingredientes micronizados com 

partículas menores, menos agregadas e mais homogêneas oferecem uma 

cristalização mais eficiente no que diz respeito ao tamanho e quantidade de cristais, ou 

seja, um perfil de produto que, possivelmente, manterá uma textura sem arenosidade 

por mais tempo. 
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*Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, na mesma linha (para o mesmo parâmetro) e mesma letra minúscula na 
mesma coluna, (para mesmo parâmetro) não diferem pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade. 
**T1: LC com lactose não micronizada; T2: LC com lactose micronizada; T3: LC com permeado não micronizado; T4: LC com 
permeado micronizado. 
Fonte: Elaborada pela autora (2023) 

 

 

Tabela 12- Dados da análise das imagens no ImageJ 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Tempo T1** T2 T3 T4 

 
Nº 

cristal/campo 
microscópico 

Tamanho 
(µm) 

Nº 
cristal/campo 
microscópico 

Tamanho 
(µm) 

Nº 
cristal/campo 
microscópico 

Tamanho  
(µm) 

Nº 
cristal/campo 
microscópico 

º 

Tamanho  
(µm) 

D1 210±15Aa* 14,66±1,24aA 865±16Ba 11,98±1,52bB 157±10Aa 16,15±1,22aA 888±33Bb 12,30±1,56bB 

D7 195±23Aa 14,33±1,43aA 842±27Ba 9,34±2,34bB 152±13Aa 16,05±2,34aA 854±22Bb 9,25±0,89bB 

D15 187±33Aa 13,28±1,59aA 792±22Ba 10,52±1,77bB 144±12Aa 15,55±1,44aA 742±27Bb 11,23±1,54bB 

D30 182±12Aa 13,27±0,88aA 715±26Bb 11,12±1,65bB 134±10Aa 14,85±0,45aA 785±25Bb 11,86±1,33bB 



56 
 

 

  
  

10 CONSIDERAÇÕES 

 

Pode-se considerar, então, que a substituição de lactose por permeado pode 

ser feita, já que não há impacto no resultado final e que é possível obter um produto 

com características sensoriais e atributos de viscosidade e cristalização iguais aos 

produtos tradicionais e já estabelecidos no mercado. Além disso, ingredientes 

micronizados causam um perfil de cristais com tamanhos médios menores e em maior 

quantidade, principalmente o permeado micronizado, que seria o melhor substituto 

para a lactose pura, com comprimento médio de cristais de 11 µm, os quais não são 

perceptíveis ao paladar. 
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11 CONCLUSÃO 

 

No primeiro capítulo, o comportamento térmico do AS foi investigado na matriz 

de DL e foi visto que o conservante, quando adicionado ao alimento na forma de sal, 

não é perdido pelo aquecimento, desde que o pH seja acima do pka (4,76) do ácido 

de referência. Para comprovar o efeito do pH sobre a estabilidade da molécula 

conservante, o estudo das soluções modelo foi fundamental. Através dele, foi possível 

identificar que em valores de pH mais ácidos, abaixo do pKa, a espécie em maior 

concentração é a ácida e a há maior possibilidade dessa substância ser perdida durante 

a evaporação. Entretanto, na tecnologia de produção do DL, não há problema com 

relação ao pH da mistura inicial, composta basicamente de leite, sacarose e 

bicarbonato de sódio, porque nessa faixa de pH há maior concentração do sal e 

mesmo as reações que ocorrem na fabricação do doce não são capazes de reduzir o 

pH a um valor que converteria o sorbato em AS.  

Na segunda parte do estudo com a metodologia para separação e quantificação 

de 4 marcadores da RM em DL,  deve-se salientar que essa determinação de HMF, F, 

FMC e MF  em doce, ainda não havia sido reportada na literatura e, sendo assim, 

através desses dados, torna-se possível estabelecer novos caminhos para aprofundar 

ainda mais os estudos envolvendo essas moléculas, e compreender com mais rigor 

como tempo e temperatura, de fabricação e de armazenamento, influenciam nas 

características do DL e outros derivados lácteos que sofrem RM. 

Os resultrados do segundo capítulo sugerem que existe a possibilidade de 

manter o padrão de LC desejado no mercado, mas sendo possível obtê-lo com 

reaproveitamento de um subproduto que, geralmente, é descartado pelos laticínios em 

uma etapa de fabricação do LC extremamente importante, que é a cristalização. O uso 

do permeado, ao invés da lactose, pode acarretar valor nutricional ao consumidor, já 

que, em sua composição tem-se minerais. Ademais, vale ressaltar que o ingrediente é 

permitido no regulamento técnico para LC e, por ter custo mais competitivo, a 

substituição também seria economicamente vantajosa. 
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