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RESUMO

SILVA, Karina Coelho Moreira da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2020. Determinacao do Teor de Lactose em Produtos Lacteos: Comparagao
de Métodos Analiticos. Orientador: italo Tuler Perrone. Coorientadores: Antonio
Fernandes de Carvalho, Rodrigo Stephani e Luiz Fernando Cappa de Oliveira.

A lactose € o principal carboidrato do leite. Aproximadamente 68% da populagéo
mundial e 60% dos brasileiros apresentam algum nivel de ma digestdo desse
dissacarideo. Essa parcela relevante dos cidaddos desperta nas industrias o
interesse na diversificacdo de seus portfélios. Ao reduzir a concentracido da lactose,
€ necessario um olhar regulatério mais atento e o emprego de metodologias que
tragam confiabilidade aos resultados obtidos. Quatorze amostras foram analisadas
por seis métodos de quantificacdo de lactose. Os métodos aplicados foram:
titulacdo, glicosimetro, biossensor, eficiéncia de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de indice de refracdo (HPLC-RID), cromatografia de troca
aniénica de alta performance com detec¢ao amperométrica pulsada (HPAEC-PAD) e
trés kits enzimaticos. Um protocolo de cromatografia de troca anibnica de alto
desempenho validado foi utilizado como método de controle. Resultados da
quantificacdo de lactose residual com resposta analitica estatisticamente semelhante
ao método de controle (cromatografia de troca anidnica de alto desempenho) foram
obtidos utilizando HPLC-RID e o biossensor. No entanto, apenas o método do

biossensor foi capaz de realizar a quantificacdo em todos os produtos.

Palavras-chave: Zero Lactose. Leite. Produtos Lacteos. Métodos.



ABSTRACT

SILVA, Karina Coelho Moreira da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2020. Comparison of Methods for Determination of Lactose in Low Lactose
Dairy Products. Adviser: italo Tuler Perrone. Co-advisers: Antonio Fernandes de
Carvalho, Rodrigo Stephani and Luiz Fernando Cappa de Oliveira.

Lactose is the main carbohydrate in milk. Approximately 68% of the world population
and 60% of the Brazilian population have some level of poor digestion of this
disaccharide. This citizens relevant portion arouses interest in industries in the
diversification of their portfolios. When reducing the concentration of lactose, it is
necessary to have a closer regulatory look and use of methodologies which bring
reliability to the results obtained. Fourteen samples were analyzed using six lactose
quantification methods. The applied methods were: titrimetric, glucometer, biosensor,
high-performance liquid chromatography efficiency with refractive index detector
(HPLC-RID), high-performance anion exchange chromatography with pulsed
amperometric detection (HPAEC-PAD) and three enzymatic kits. A validated high-
performance anion exchange chromatography protocol was used as reference
method. Results of residual lactose quantification with statistically similar analytical
response to the control method (HPAEC-PAD) were obtained by using HPLC-RID
and the biosensor. However, only the biosensor method was able to perform the

quantification in all the products.

Keywords: Zero Lactose. Milk. Dairy Products. Methodologies
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1. INTRODUGAO

Esta dissertagdo dispbe de uma revisdo teodrica (Secdo 2) a respeito de
tépicos que nortearam o trabalho de mestrado ao longo dos dois anos de execugao.
Para realizar analises em produtos reduzidos ou isentos em lactose € necessario
compreender o que motiva esta agdo, do ponto de vista de necessidade do
mercado, do consumidor e expor o que as industrias tém a oferecer neste
seguimento.

Ha uma diversidade de metodologias disponiveis para detec¢ao de lactose.
A escolha ¢é influenciada por aspectos como custo de aplicacao; limite de deteccao,
que deve ser baixo; facilidade de operar e treinar para operacido; dentre outros
aspectos. Ainda, as metodologias podem apresentar performance distinta a
depender do processamento do alimento e de sua composi¢édo centesimal. Nao
menos importante, € essencial que as metodologias apresentem resultados
confiaveis para apresentagédo as agéncias regulatorias.

Por carater de padronizagdo e comparacéo com a literatura, as metodologias
seguiram estritamente protocolos oficiais (Secao 3). Os resultados (Sec¢ao 4) séo
estatisticamente comparados com uma metodologia validada em laboratério oficial e
discutidos com base na revisao. Ao final do trabalho (Secdo 5) sdo apresentadas
conclusdes conforme o objetivo do trabalho e visdes de aplicagdo do conteudo do
mesmo.

Considerando estes aspectos, o objetivo deste estudo foi comparar
metodologias de deteccdo de lactose em diferentes produtos comerciais de baixo

teor em lactose.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Lactose e Intolerancia a Lactose

A lactose é o principal carboidrato encontrado no leite da maioria dos
mamiferos, incluindo humanos e vacas. E um dissacarideo composto por uma
molécula de D-galactose e outra de D-glicose unidas via ligagdo [(3-1,4-glicosidica
(WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006). Outros carboidratos estdo presentes no
leite apenas como tragos, incluindo a glicose, frutose, glucosamina, galactosamina,
acido neuraminico e oligossacarideos. No leite de vaca a lactose apresenta
concentracdes na faixa de 4,6 a 4,9%, sendo seu percentual pouco oscilante ao
longo do periodo de lactagcdo quando comparado ao teor de proteinas e lipideos
(FOX; MCSEENEY, 1998).

A lactose é uma fonte de energia para o organismo, por efeito da
metabolizagcdo de seus constituintes (glicose e galactose) apos clivagem da ligagao
entre os mesmos. Esta quebra em suas unidades basicas é possivel devido a
presenca da enzima B-galactosidase no intestino delgado. E possivel que individuos
apresentem reduzida atividade desta enzima, e a lactose deixe de ser uma fonte de
energia para o organismo. Contudo, a molécula passa a atuar como substrato para
bactérias no colon, que a fermentam produzindo gases e causando desconforto
abdominal. A lactose também promove desequilibrio osmético, causando diarreia e
pode ocasionar sintomas mais sistémicos, como dor de cabeca. Nestes casos, €
necessario um diagnodstico ratificando que o individuo apresenta intolerancia a
lactose (DENG et al., 2015; JELLEMA et al. 2010; MATTAR; MAZO; CARRILHO,
2012).

2.2. Produtos “zero Lactose” e Panorama Mercadolégico

A hidrélise da lactose apresenta vantagens tecnoldgicas e sensoriais em
relacdo a alguns produtos tradicionais. Segundo McCain, Kaliappan e Drake (2018),
devido a lise da lactose em suas unidades basicas, ocorre aumento no poder
edulcorante do leite. Esta caracteristica possibilita a reducdo da adi¢cdo de acucar

em alguns produtos, como iogurtes. A hidrélise da lactose na fabricagdo de sorvetes
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reduz o aspecto de arenosidade, que é um defeito tecnoldgico resultante da
formacdo de grandes cristais de lactose (ABBASI, SAEEDABADIAN, 2015). Este
defeito € indesejavel também na produgédo de produtos concentrados, como leite
condensado e doce de leite (SABIONI et al., 1984).

Em alguns derivados de leite 0 menor teor de lactose é inerente ao processo
tecnolégico, como em queijos maturados e iogurtes. Estes alimentos sofrem
fermentacdo, processo anaerdobio no qual os microrganismos utilizam a lactose
como fonte de carbono e formam acido latico dentre outros produtos (GILLE et al.,
2018). Como néo é realizado um tratamento especifico para diminuigcdo do nutriente
em questdo, a nivel regulatorio estes alimentos n&do podem ser declarados como
reduzidos ou isentos em lactose.

O langamento de novos produtos reduzidos ou isentos em lactose tornou-se
uma necessidade para marcas que querem se destacar e acompanhar as
necessidades de seus consumidores, visto que 68% da populagdo mundial e 60%
de brasileiros apresenta algum nivel de incapacidade de hidrolise deste agucar
(STORHAUG; FOSSE; FADNES, 2017). O mercado brasileiro tem sido promissor,
uma vez que 37% da populagao aceitaria investir um maior valor nestes produtos em
relacdo aos tradicionais. Esta receptividade foi identificada, e a produgcdo no
mercado zero lactose tem se ampliado nos ultimos anos, representando 2,5% em
2016, 3,3% em 2017, e em 2018 representou cerca de 4% (EMBRAPA, 2018).

A justificativa para esta tendéncia no mercado de produtos especiais ocorre
devido ao fato de que, individuos com e sem intolerancia a lactose tém a percepgao
do leite e derivados como importantes fontes de vitaminas e minerais. Produtos
isentos deste carboidrato oferecem a oportunidade para consumidores com a
restricdo dietética de estarem inclusos na ado¢cdo de uma rotina mais saudavel
(NOVOZYMES, 2018a). Outras razdes para a ampliagdo a nivel global tém sido
estudadas. As correntes de migragdes, seja por refugio ou intercambio cultural e
académico, mobilizam populagdes de areas de alta prevaléncia de individuos
intolerantes a lactose para paises com apreciavel consumo de leite. O
desenvolvimento econdmico também colabora com o crescimento deste mercado
em paises nos quais uma parcela dos habitantes apresenta esta restricido alimentar.
Ademais, é possivel destacar a “ocidentalizacdo” na dieta em paises asiaticos, como

a China, que apresenta uma populagao altamente intolerante a lactose (HRA, 2017;
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NOVOZYMES, 2018b, 2018c). A América Latina representa uma fatia expressiva
deste mercado, atras apenas da Europa Ocidental, mercado de maior e mais rapido
crescimento atualmente (DEKKER; KOENDERS; BRUINS, 2019).

Satisfazer a este mercado € benéfico para os laticinios em receita e para os
consumidores que desejam desfrutar de uma variedade de produtos. Porém, atender
a demanda de produtos especiais acarreta em maior responsabilidade na producao

e controle de qualidade.

2.3. Legislacao de Alimentos para Fins Especiais

Ha atualmente duas resolugbes que estabelecem as obrigagdes quanto a
rotulagem de lactose nos alimentos, ambas adotadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A Resolugcdo de Diretoria Colegiada (RDC) n°
136/2017 (BRASIL, 2017d) estabelece a redacao do rétulo de alimentos a respeito
da presenga de lactose, enquanto a RDC n° 135/2017 (BRASIL, 2017c) trata da
distingdo entre produtos isentos em lactose e reduzidos em teor de lactose. Com o
objetivo de instituir um maior controle, a RDC n° 135/2017 diminuiu o limite de 0,5%
(m-m" ou m-v') de lactose no produto para 0,1% (m-m' ou m-v') no alimento “zero
lactose” pronto para consumo. Para alimentos com apelo de “baixo teor de lactose”,
foi estabelecido que a concentragdo do aglcar deve estar acima de 0,1% (m-m' ou
m-v') e igual ou menor que 1% (m-m-' ou m-v-') no produto pronto para consumo.

A RDC n° 136/2017 complementa que os alimentos que atendam ao
primeiro critério devem ser declarados no rétulo como “isento de lactose”, “zero
lactose”, “0% lactose”, “sem lactose” ou "ndo contém lactose" proximo a
denominagao de venda do produto. Os alimentos reduzidos em lactose devem ter a
declaracao “baixo teor de lactose” ou “baixo em lactose” préximo a denominacgao de

venda.
2.4. Metodologias de Controle
A ANVISA divulgou um guia que responde a possiveis duvidas relacionadas

a rotulagem de alimentos para dietas com restricdo em lactose, e aborda as

metodologias analiticas que devem ser utilizadas para controle destes produtos.
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Neste guia, fica definido que a empresa é responsavel por estabelecer metodologias
e protocolos de validagdo de acordo com as caracteristicas de producédo e de
composi¢ao do alimento (BRASIL, 2017a). Nesta secdo € apresentada uma reviséo

de metodologias para a determinacao de lactose que sdo observadas na literatura.

2.4.1. Glicosimetro

O (dlicosimetro € um equipamento comumente utilizado por individuos
diabéticos para checagem do nivel da glicemia sanguinea. Os medidores
disponiveis no mercado utilizam fitas que promovem reag¢des bioquimicas com a
amostra de sangue. Podem diferir-se no tipo de detector utilizado; aqueles que
seguem o principio da fotometria avaliam a amostra por mudancga de intensidade da
cor, enquanto os amperométricos detectam a intensidade da corrente elétrica que
atravessa a amostra. A sua adaptacado ao uso em produtos lacteos € justificada por
sua praticidade, rapidez e eficiéncia na quantificagdo de lactose (MACIEL, 2014). A
faixa de medigdo do método é de 10 a 600 mg/dL (ACCU-CHECK, 2008).

Campos et al. em 2014 realizaram ensaios de determinacédo de lactose em
leite e soro de leite comparando com metodologia de titulacdo e obtiveram boa
correlagdo entre as técnicas. Também foi realizado monitoramento de hidrdlise da
lactose em leite desnatado. O glicosimetro respondeu ao aumento da concentragao
de glicose e galactose no meio, até determinado ponto da hidrdlise. No trabalho de
Metzger (2013), foi estudado o uso de glicosimetro como um método de baixo custo
e que exige minimo treinamento para que operadores pudessem utilizar em linha.
Diferentemente do trabalho de Campos et al. (2014), alguns etapas foram
adicionadas ao experimento, como a prévia hidrolise enzimatica da lactose de soro e
queijos processados. Demonstrou-se que o método foi eficaz do ponto de vista
abordado, e expressava com acuracia a concentracio de lactose.

2.4.2. Método Titulométrico
O método de Lane-Enyon (LE) baseia-se na determinacdo do volume de

amostra necessario para reduzir uma medida da solugdo de Fehling, de

concentracdo conhecida. A solugdo de Fehling é formada por ions bivalentes de
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cobre (Cu*?) complexados com tartarato em meio alcalino. Nestas condigbes, os
carboidratos sdo oxidados a acidos aldbnicos, formando oxido de cobre |

(precipitado vermelho-tijolo) (BRASIL, 2013), conforme mecanismo apresentado em

(1).

R-CHO (aldeido) + 2 CuO (Fehlingy—> POl R-COOH + 1Cu20 (6xido cuproso)
(1)

(0]
A

Tempo de aquecimento, temperatura e concentragdo dos reagentes devem
ser bem controlados para a execucdo do método de LE. A amostra necessariamente
deve ser neutra e nenhum agente redutor deve estar presente na matriz a fim de nao
haver alteragdo nos resultados (TEGGE, BIRCH, 1986). A ebulicdo deve ser
mantida na analise para evitar que o 6xido cuproso entre em contato com o oxigénio
do ar e seja oxidado, retornando a forma de Oxido cuprico. O aquecimento
prolongado pode decompor os agucares da amostra, portanto a titulacido deve ser
realizada em, no maximo, trés minutos (TAVARES et al., 2010).

A titulagdo apresenta custo mais alto em relagdo ao uso do glicosimetro. Na
literatura ndo foram encontrados artigos que utilizassem essa metodologia para a
determinacado de lactose residual em lacteos hidrolisados ou que pontuassem o

limite de detec¢ao da técnica.
2.4.3. Métodos enzimaticos e Mecanismo de producédo de Galacto-oligossacarideos
2.4.3.1. Métodos Enzimaticos

Sao métodos em que o substrato de interesse sofre acdo de uma ou mais
enzimas e o produto é quantificado em equipamentos como o espectrofotdmetro. Os
reagentes e tampdes necessarios sdao em geral vendidos em kits. Os fabricantes
seguem o protocolo da AOAC (2005), mas podem acrescentar etapas visando
otimizar a aquisicdo de resultados.

O principio deste método em relacdo a lactose € a hidrélise em seus
agucares mais simples pela B-galactosidase (2). Em sequéncia, o analista promove

uma reacgao de oxirredugao, na qual o agente oxidante nicotinamida-adenina (NAD+)
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é reduzido a NADH e a B-galactose é oxidada a &cido D-galacturénico (3). E
possivel entdo determinar a concentracdo de lactose pela relagdo estequiométrica
com o NADH formado, que €& o produto de interesse na leitura por

espectrofotometria.

Lactose + H20 - D-galactose + D-glicose (2)
B-D-Galactose + NAD* — acido D-galacturénico + NADH + H* (3) (MEGAZYME,
2020)

Blais em 1993 e em 1995 (junto a Vailhen) trabalharam com uma
modificagdo do método a fim de agilizar a execugdo da anadlise. Na etapa inicial
permanece a hidrdlise da lactose em seus dois monossacarideos pela B-
galactosidase e, em seguida, conversdo da glicose em D-glucono-1-4-lactona e
peréxido de hidrogénio, por meio de glicose oxidase e na presenca de oxigénio. O
peréxido de hidrogénio € entdo mensurado por reagdo com iodeto gerando iodo, que
forma um complexo colorido com alcool polivinilico. O ensaio foi realizado em placa
de microtitulo e a leitura realizada em equipamento especifico para este tipo de
placa. Os resultados com a nova metodologia foram comparaveis com aos do kit
tradicional e o novo sistema de deteccado apresentou uma relagao linear de resposta
a concentragdo de lactose presente em amostras de queijo parmeséao.
Anteriormente, outros autores ja buscavam métodos enzimaticos que fossem
eficazes para a quantificacdo de lactose em amostras. Kleyn e Trout (1984)
realizaram um trabalho em colaboragdo com oito industrias de alimentos para
determinacao de lactose em oito amostras desconhecidas de leite integral,
desnatado e semidesnatado, mas obtiveram resultados ineficientes em relacdo a

técnica oficial da época. O limite de detecgao varia de acordo com o fabricante.

2.4.3.2. Mecanismo de producgao de GOS

A B-galactosidase € uma enzima que nao atua apenas na lactose. Algumas
podem atuar sobre polissacarideos, galactolipideos, glicoproteinas e nao ter
afinidade pela lactose. Estas enzimas também apresentam diferente preferéncia

entre substratos e a formacao de produtos pode variar com os fatores extrinsecos
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(pH, temperatura e tipo de processamento) (GOSLIN et al., 2010; OTIENO, 2010;
DEKKER; DAAMEN, 2011; FRENZEL et al., 2015; INTANON et al., 2014).

As [B-galactosidases podem ser extraidas de diversas fontes animais e
vegetais, mas tém-se destacado comercialmente o uso de enzimas de origem
microbiana. As enzimas de fungos filamentosos (Asperqillus oryzae e Aspergillus
niger) e de leveduras (Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus)
apresentam status GRAS (Generally Recognized as Safe) e apreciavel rendimento
na hidrélise da lactose (DEKKER; DAAMEN, 2011).

A base do mecanismo de hidrélise da lactose (LAC) é a formacédo do
complexo enzima-galactose (E-GAL). Nesta etapa ha liberagao de glicose (GLI) (4).
Na etapa seguinte, o complexo € transferido para um aceptor com grupamento
hidroxil. Neste ponto a reagdo pode seguir dois caminhos: sob baixa concentragao
de lactose, a agua € aceptora do complexo e a galactose libera o sitio ativo da
enzima (E) (5); porém, o complexo pode reagir com outra molécula (lactose,
galactose, glicose, frutose — oriunda de outras fontes, por exemplo) (R-OH), e ocorre
formacgao de galacto-oligossacarideos (GAL-OR) (6) (FAI et al., 2014).

E + LAC <> E-GAL-GLI — E-GAL* + GLI (4)
E-GAL* + H20 — E + GAL (5)
E-GAL* + ROH — E + GAL-OR (6)

2.4.4. Métodos Cromatograficos

A Cromatografia Liquida de Alta Performance vem sendo investigada em
trabalhos por apresentar, de forma geral, sensibilidade, riqueza de resultados,
utilizar baixa quantidade de amostra, detectar e quantificar nao apenas lactose, mas
outros sacarideos simultaneamente e ser uma técnica automatizada (GALANT et al.,
2015; RESENDE; MATOS, 2010; SEXTON, 2004; TROIANO et al.,, 2016). Por
migragdo de uma amostra dispersa em uma fase movel liquida, ocorre a separagao
de seus componentes por interacdo com a fase estacionaria e ao passar pelo
detector, o sinal gerado € proporcional a concentragdo dos analitos, permitindo a
separagao e a quantificagdo por meio desta técnica (SILVA, A. 2016).
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2.4.4.1. HPAEC-PAD

High-performance  anion  exchange chromatography  with  pulsed
amperometric detection (HPAEC-PAD) ou cromatografia de troca anibnica de alto
desempenho com detecgdo amperométrica pulsada, € uma metodologia escolhida
como controle por autores como Mangan et al. (2018) e Churakova et al. (2019) na
deteccao de lactose a niveis residuais em produtos lacteos.

O manual de métodos oficiais para analise de alimentos de origem animal
estabelece o método por cromatografia de troca ibnica para detecgao de lactose em
uma ampla gama de produtos lacteos, exceto caseinatos e queijo em pé. (BRASIL,
2017b).

Barragan (2016) realizou um trabalho voltado para a melhoria na detecgéo
de carboidratos em cromatégrafo de ions, modificando a detecgdo. Na comparagao
entre pulsos de detecgdo, os limites encontrados foram equivalentes, sendo 13,4
ug.L" para a atual tecnologia utilizada e 14,7 ug.L™" para a nova possibilidade (SAD,
deteccdo amperométrica por varredura, do inglés, Scanning Amperometric

Detection).

2.4.4.2. HPLC-RID

High-Performance Liquid Chromatography with Refraction Index Detector
(HPLC-RID), ou Cromatografia Liquida de Alta Performance acoplada a Detector de
indice de Refracdo é o método cromatografico que realiza a distincdo dos
componentes de uma amostra ao captar mudancgas no indice de refragao do eluente
a medida que o atravessa com os componentes da amostra separados (SILVEIRA et
al. 2015).

Alguns autores utilizam acetonitrila ou metanol (FREITAS et al.,, 2017;
RESENDE; MATOS, 2010; SEXTON, 2004; TROIANO et al., 2016) como fase movel
na HPLC, o que acarreta em riscos para o analista (PUBCHEM, 2019a, 2019b).
Outros trabalhos, como o de Acquaro Junior et al. (2013) e o de Naegele (2018),
utilizam agua ultrapura como fase mével, o que também promove praticidade para a
utilizacdo em grandes quantidades quando se tem disponivel equipamento que

purifique a agua destilada. Os outros solventes ja mencionados precisam ser
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constantemente adquiridos e podem necessitar de permissdo da Policia Federal,
como no caso da acetonitrila (POLICIA FEDERAL, 2003). Acquaro Junior e seus
colaboradores (2013) trabalharam no desenvolvimento e validacdo de uma
metodologia que permitisse a extracdo e determinagcdo de lactose baseada em
principios da Quimica Verde (reagentes de facil obtencao, custo relativamente baixo
e baixa toxicidade). A extragdo em amostras de leite pasteurizado foi realizada com
etanol, o conteudo foi ressuspenso com agua ultrapura e levado para analise por
HPLC com detector de indice de refragcdo. O limite de deteccdo para a lactose
estabelecido foi de 0,05 g.L-! e o limite de quantificacdo de 0,15 g.L-!. Gonzaga et. al
(2019) também trabalharam com principios da Quimica Verde em determinagéo de

lactose e lactulose em leite, utilizando apenas agua para a extragdo das moléculas.

2.4.5. Biossensores

Biossensores utilizam como principio reagcées que ocorreriam na natureza,
aplicadas a um equipamento que detecta e traduz o sinal produzido pelo composto
de interesse em contato com a biocamada. Para isto, um componente bioldgico,
como uma enzima, anticorpo ou acido nucléico, € empregado. A estrutura de um
biossensor conta com o compartimento de amostra, o sistema de reconhecimento
(que tem contato direto com a amostra), um transdutor (traduz a reagdo em um sinal
mensuravel) e processador de sinal, que filtra, amplifica, analisa e transfere o sinal
para um monitor (CALIL; ROBERTO, 2011). Ha grande cenario para emprego de
biossensores na deteccdo de agucares, e o0 principal € a glicose, mas ha também
aplicagdes na analise de contaminantes, no acompanhamento de fermentagdes e na
garantia da qualidade de alimentos (DORNEMANN, 2016).

Como mencionado, biossensores podem apresentar diversos tipos de
materiais em sua composicao, e este universo de possibilidades aplica-se também a
deteccao de lactose. Salvo-Comino e seus colaboradores (2018) trabalharam em um
multissensor de ftalocianina de cobre sulfonado (camada anibnica), tetrafluoroborato
de 1-butil-3-metilimidazélio com quitosana (camada catidnica) e galactose oxidase
imobilizada, e realizaram testes em amostras de leite com diferentes concentracoes
de lactose e gordura. Este sensor também realizava determinagcdo da acidez,

proteinas e gorduras, de maneira simples e sem necessidade de pré-tratamento da
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amostra. Trabalhando com outros materiais de base (polimeros e eletrodo de
platina), a enzima galactose oxidase e a [(-galactosidase foram exploradas por
Gursoy et al. (2018), obtendo um limite de detec¢do de 14 uM. Caron e Trowell
(2018) trabalharam em um biossensor sensivel a baixas concentragdes de lactose
que superasse o método de cromatografia liquida, ou seja, que fosse capaz de
separar a lactose de outros componentes do leite. A abordagem utilizada baseou-se
em um regulador de transcrigdo encontrado em Clostridium perfringens que é
altamente seletivo a lactose. O sensor apresentou-se duzentas vezes mais sensivel
ao dissacarideo que aos residuos de sua hidrélise, com limite de deteccédo de 0,2
MM, sem a necessidade de remover previamente gordura e proteinas. Solugdes para
a deteccéo de lactose em derivados de leite, como iogurte, manteiga e queijo, sem a
necessidade de previa retirada de interferentes foram estudadas por Conzuelo et al.
(2010). A equipe desenvolveu um eletrodo baseado em monocamada de acido 3-
mercaptopropiénico, enzimas (-galactosidase, glicose oxidase, peroxidase em ouro
modificado e um mediador, coimobilizados em uma membrana de dialise. O
principio da técnica é a hidrélise da lactose e a rapida oxidagao da glicose a acido
glucdnico e agua oxigenada, que € reduzida pela peroxidase.

Todos estes trabalhos encontrados na literatura voltados para produtos com
reducdo de lactose sao bastante recentes, mas comercialmente existem
biossensores ja disponiveis (Biomilk 300 da Biolan, Delta LactoScope da Perten,
Lactosens R da DirectSens e YSI biochemistry analyser da XylemBran). O Biomilk
300 utiliza enzimas e componentes eletroativos, que geram um sinal percebido pelo
transdutor amperométrico. Este sensor pode ser utilizado para diversos produtos
lacteos, com excecdao de manteiga, por ndo ser miscivel em solugdo aquosa.
Dependendo da calibragéo realizada, o sensor alcanga 50 mg.L"" como limite de
detecgdo. O equipamento é fornecido com suprimentos (tampdes e solugbes de

calibracao) e apresenta facil operacao.
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3. MATERIAIS E METODOS

As atividades do mestrado foram desenvolvidas simultaneamente no
Laboratorio de Pesquisa em Ciéncia e Tecnologia de Leite e Derivados
(INOVALEITE), no Laboratério Nacional Agropecuario de Porto Alegre — RS e no

laboratério LZBW (Landwirtschaftliches Zentrum Baden-Wirttemberg), na Alemanha.

3.1. Preparo de solugdes e amostras

As amostras comerciais analisadas representativas dos produtos do
mercado estdo apresentadas na Tabela 1, totalizando quatorze amostras lacteas.
As amostras de leite UHT e achocolatado foram aquecidas a 90 °C, para inativar a
enzima [-galactosidase que ainda pudesse estar presente nos produtos. Os
produtos liquidos e pastosos foram fracionados em tubos cbnicos com capacidade
para 50 mL e congelados a -60 °C até o momento da analise, quando foram
descongelados em geladeira. As amostras em pd foram armazenadas também em

tubos conicos, em ambiente seco e ao abrigo da luz.

Tabela 1 - Relagdo de amostras

Caodigo Amostra

L1, L2 Leite UHT lactose hidrolisado (LH).

L3 Leite em p6 LH.

L4 Composto lacteo LH em pé.

L5 Leite UHT LH adicionado de 0,06% (m / m) de lactose.
Y1 logurte natural LH.

Y2,Y3,Y4 logurte LH.

Y5 logurte LH adicionado de 0,06% (m / m) de lactose.
R Requeijao LH.

D Doce de leite LH.

F Cream cheese LH.

C Achocolatado LH.

Fonte: Silva, K. (2020).

3.2. Glicosimetro

A amostra de doce de leite LH e as amostras em po (leite em p6é LH e
composto lacteo LH em po) foram diluidas em agua destilada a 2% (m-m"), para

adequacao a escala de leitura do equipamento (10 a 600 mg de carboidrato por dL
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de solugdo) (Accu Check Active, Roche, German), enquanto o restante das
amostras foi_diluido a 10 % (m-m') com agua destilada. Uma gota de cada amostra
foi aplicada na tira teste compativel com equipamento Accu-Chek, no qual foram

realizadas as leituras.

3.3. Método Titulométrico

Empregou-se o método de Lane-Eynon cuja metodologia é descrita na

instrugcdo normativa n° 68 (BRASIL, 2006c¢) para glicidios redutores em lactose.

3.4. Métodos Enzimaticos

O estudo foi realizado com trés kits comerciais: K-LOLAC e K-LACGAR
(Megazyme, Irlanda) e Lactose / D-glicose (R-Biofarm AG, Alemanha). Este ultimo é
administrado com uma pré-etapa de remocdo de monossacarideos com o kit
Glucose Removal do mesmo fabricante. As instrugcdes fornecidas pelo manual foram
rigorosamente seguidas durante a analise e a absorvancia avaliada a 340 nm em

espectrofotometro (Global Analyzer modelo UV-5100).

3.5. Métodos Cromatograficos

3.5.1. HPAEC-PAD

A cromatografia de troca anibnica de alto desempenho com deteccao
amperomeétrica pulsada segue a metodologia do Manual de Métodos Oficiais para
Analise de Alimentos de Origem Animal (BRASIL, 2017b). As amostras também
foram destinadas para a analise em laboratério de referéncia na Alemanha, por
HPAEC-PAD, seguindo protocolo da Dionex (PERATI, BORBA E ROHRER, 2016)
em um sistema Dionex ICS-3000 (Estados Unidos), com coluna analitica CarboPac
PA20 e coluna de protecdo CarboPac PA20.

3.5.2. HPLC-RID
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A analise por HPLC-RID foi executada segundo metodologia da ISO 22662:
2007 (2007) em um equipamento Shimadzu (Japao) modelo 20 A, coluna de
exclusao cromatografica modelo Shim-pack SPR-Pb e pré-coluna da Phenomenex
(Estados Unidos).

3.6. Biossensor

Foi utilizado o Biomilk 300 da DSM, que dispde de todos os reagentes
necessarios para a analise. O equipamento foi ativado e calibrado com os reagentes
inclusos em seu kit, de acordo com a concentragao de lactose da amostra. Amostras
liquidas e pastosas foram diluidas em agua destilada a 10 % (m-m'), enquanto as

amostras em po foram diluidas em agua destilada a 2% (m-m").

3.7. Analises Estatisticas

Os dados foram analisados com o auxilio do programa SAS University
Edition Software. Oito metodologias de analise de lactose foram aplicadas a cada
amostra e comparadas ao método controle (HPLAEC-PAD do laboratério LZBW)
utilizando o teste de Dunnett a 5% de probabilidade. As amostras foram analisadas
em duplicata, exceto para testes nos laboratérios parceiros e em ensaios

enzimaticos.
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4. RESULTADOS E CONSIDERAGOES

As metodologias de analise foram aplicadas a diferentes perfis de produtos:
leites (L1, L2, L5), leites desidratados (L3 e L4), concentrado (D), queijos (R e F),
leite fermentado e iogurtes (Y1, Y2, Y3, Y4, Y5) e bebida lactea (C) para observar o
efeito da composigcdo. As técnicas se comportaram diferentemente entre as

amostras, como pode ser observado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Concentragéo de lactose detectada em cada metodologia (% m m-'ou m v')

Titulométrico  Glicosimetro Enzimaticos Biossensor Cromatograficos
HPAEC-PAD HPAEC-PAD
Lane-Eynon K-LACGAR K-LOLAC BIOMILK 300 HPLC-RID
LANAGRO LZBW

% DP % DP % DP % DP % DP % DP % DP % DP

L 6,228* 2,515 0,385* 0,008 0,085 / 0,026 / 0,016 0,007 0,004 0,001 0,0005 / <0,01 /
<

L2 6,581% 2,617 0,414* 0,005 0,097 / 0,031 / 0,005 0,001 0,005 0,001 0,0005 / <0,01 /
<

L3 29,91* 0,911 2,903* 0,004 2,257* / 0,480 / 0,340 0,004 0,073 0,001 0,0005 / 0,04 /
<

L4 25.64* 0,127 2,598* 0,067 3,834* / 0,951* / 0,640* 0,019 0,120 0,001 0,0005 / 0,08 /

L5 2,947* 3,004 0,331* 0,014 0,161* / 0,115* / 0,085 0,021 0,052 0,001 0,04  / 0,07 /

Y1 8511* 8,095 0,469* 0,001 0,690* / 0,046 / 0,016 0,000 0,008 0,002 - / 0,01 /

Y2 5835 9,656 0,333* 0,004 0,512* / 0,060 / 0,008 0,003 / / - / <0,01 /

Y3 8,497* 10,087 0,426* 0,002 0,715* / 0,030 / 0,019 0,003 0,008 0,001 - / 0,01 /

Y4 7,238* 10,737 0,408* 0,000 0,484* 0,020 / 0,007 0,002 / / - / 0,01 /

Y5 8,223* 11,450 0,366* 0,001 0,846* / 0,101 / 0,050 0,014 0,008 0,001 - / 0,06 /

1,622* 12,409 0,108* 0,004 0,626* / 0,187 / 0,156 0,003 0,016* 0,000 - / 015 /

F 2,905 12,468 0,233* 0,002 0,273* / 0,102* / 0,005 0,002 0,01 0,001 - / <0,01 /
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Cc 4,823* 12,115 0,235* 0,009 2,073* / 0,016* / 0,576 0,011 / / - / 0,62 /

<

10,74* 10,327 0,890* 0,014 0,350* / 0,042* / 0,034 0,002 0,061* 0,001 0,0005 / <0,01 /

Fonte: Silva, K. (2020).
Nota: L1 e L2 = 2 marcas de leite UHT lactose hidrolisada; L3 = 1 amostra de leite em pd lactose hidrolisada; L4 = 1 amostra de

composto lacteo lactose hidrolisada; L5 = 1 marca de leite UHT lactose hidrolisada adicionada de 0,06% (m/m) de lactose; Y1, Y2,
Y3 e Y4 = 4 tipos de iogurtes lactose hidrolisada; Y5 = 1 marca de iogurte lactose hidrolisada adicionada de 0,06% (m/m) de
lactose; R = 1 amostra de requeijao lactose hidrolisada, D = 1 amostra de doce de leite lactose hidrolisada, F = 1 amostra de cream
cheese lactose hidrolisada; C = 1 amostra de bebida lactea sabor chocolate lactose hidrolisada; HPLC-RID = cromatografia liquida
de alta performance com detector de indice de refragao; HPAEC-PAD = cromatografia de troca aniénica de alto desempenho com
deteccdo amperométrica pulsada; - = analise nao realizada; / = n&o foi possivel determinar. Médias seguidas por asterisco na

coluna diferem significativamente do controle (HPAEC-PAD LZBW) ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
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4.1. Glicosimetro e Método Titulométrico

O (dlicosimetro Accu-Check é um dispositivo que contém glicose-
desidrogenase com coenzima pirroloquinolinaquinona (PQQ) e realiza medi¢ao
amperométrica. O PQQ ¢é apresenta baixa sensibilidade ao oxigénio ambiente e a
interferéncia eletroquimica, fatores determinantes para a escolha. Porém, é
conhecida a caracteristica da galactose e lactose em interferir neste método, sendo
detectadas como glicose no sangue (REBEL, 2012). Outras substancias como
triglicerideos e colesterol podem interferir na medicdo (EASTHAM, 2009). O acido
ascorbico também atua como interferente na deteccéo, neste caso fornecendo uma
falsa baixa resposta (CONZUELO, 2010). O método Lane-Eynon também é
suscetivel a interferéncias por ndo ser especifico para a lactose. E uma técnica de
baixo investimento, que apresentou altos valores de desvio padrao. As duas
metodologias apresentaram resultados estatisticamente distantes do método de

controle em 100% das amostras.

4.2. Métodos Enzimaticos

O kit enzimatico K-LOLAC apresentou resultados semelhantes aos da
metodologia de controle em 57% das amostras. Divergéncias também foram
observadas em outros estudos (CHURAKOVA et al.,, 2019; TRANI et al., 2017).
Estes resultados podem ser justificados pela hidrolise de GOS inerentes aos
produtos; uma vez que o método realiza quantificacdo indireta de lactose, o
resultado pode ser superestimado na presencga de glicose de outras fontes, que nao
apenas a lactose. Devido ao uso de uma [-galactosidase mais seletiva ao
dissacarideo, K-LOLAC supera o outro kit do mesmo fabricante em relagdo a
deteccdo sob baixa concentracdo da lactose (K-LACGAR). Essa alteracéo
tecnolégica permitiu o desenvolvimento de um material com limite de detecgao mais
baixo (1,62 mg.L"" de lactose) em comparagdo ao K-LACGAR (2,96 mg.L"), de
acordo com 0s manuais.

O ensaio com K-LACGAR forneceu resultados ndo estatisticamente
diferentes do controle apenas nas amostras mais simples: L1 e L2 (leite UHT LH). O

kit R-Biopharm nao foi capaz de quantificar o conteudo de lactose, fornecendo
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resultados negativos. Trani et al. (2017). descreveram 0 mesmo comportamento em
amostras com baixa lactose e Churakova et al. (2019) obtiveram valores 20 %

superestimados em todas as amostras em comparagdo com HPAEC-PAD.

4.3. Métodos Cromatograficos

4.3.1. HPAEC-PAD

O laboratério oficial LANAGRO (Laboratério Nacional Agropecuario) nao
possuia metodologias estabelecidas para todos os produtos lacteos. Portanto, foi
possivel analisar amostras de leite UHT, laticinios desidratados e doce de leite. A
metodologia n&o foi capaz de detectar lactose residual nesses produtos, exceto na
amostra adicionada de lactose (L5). Nenhuma amostra analisada apresentou
diferenca estatistica em relacdo a técnica padrdo, convergindo com a literatura
(CHURAKOVA et al, 2019; MANGAN et al., 2018; MONTI et al., 2017; TRANI et al.,
2017)

4.3.2. HPLC-RID

A metodologia oficial (ISO 22662:2007) (2007) instrui a aplicagdo de um pré-
tratamento para precipitar as fragbes de gordura e componentes proteicos do leite,
mantendo os carboidratos em maior propor¢ao. Neste contexto, os GOS e outros
agucares podem atuar como interferentes no HPLC-RID, sobrepondo o pico de
lactose no cromatograma. Dependendo da complexidade da formulagcéo do produto,
estas moléculas atuam como interferentes: impossibilitam completamente a leitura
da area do pico (Y2, Y4 e C); subestimando-a (D); ou mesmo diminuindo-a (R).

Essas interferéncias sao elucidadas na Figura 1.



Figura 1 - Perfil cromatografico de (a) Y2, (b) Y4, (c) C, (d) D e (e) R obtido a partir da analise por HPLC-RID
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Os cromatogramas apresentam trés tipos de interferéncia na determinagao
da lactose. Na Figura 1a, Figura 1b e Figura 1c, GOS formam uma cadeia de
montanhas impedindo a determinagdo do tempo de retengdo de lactose. Na Figura
1d, o pico mais préximo incrementa o pico de lactose (tempo de retengdo = 9,716
min) e torna-se arduo determinar o ponto final em ambos. Na Figura 1e, o software
nao pode determinar a base real da coleta de lactose (tempo de retencédo = 10,224
min) no cromatograma.

A 1SO 22662: 2007 (2007) informa que a metodologia ndo & aplicavel a
amostras como leite fermentado e produtos lacteos adicionados com
oligossacarideos. No entanto, 65% das amostras n&o diferiram significativamente do
referencial e o DP foi baixo para 79% destas. Churakova et al. (2019) n&o obtiveram
sucesso na quantificagdo de amostras de conteudo de lactose abaixo de 0,3% (m.m~-
) usando HPLC-RID, devido a co-eluicdo com alolactose e, possivelmente, com
GOS.

4 4. Biossensor

O biossensor possibilitou a quantificagdo com baixo desvio padrao em todas
as amostras e diferiu estatisticamente do controle apenas na amostra L4 (composto
lacteo LH em pd). O uso de carvao ativado como pré-tratamento € uma
recomendacdo do manual que pode ser usado para melhorar o desempenho da
técnica. Churakova et al. (2019) trabalharam com o mesmo biossensor em
comparagao com equipamentos de outros fornecedores em amostras de leite e
apontaram o Biomilk 300 como o unico biossensor comercial capaz de quantificar

com precisao a lactose residual no leite com reducéo de lactose.

4.5. Amostras Adicionadas de Lactose

Nas amostras L5 e Y5 foi possivel avaliar a resposta analitica de cada
técnica. HPAEC-PAD, HPLC-RID, Biomilk 300, K-LOLAC e K-LACGAR
apresentaram aumento na resposta analitica em comparagdo com amostras sem

adicao de lactose. No que concerne a legislagao brasileira, os métodos enzimaticos
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apresentaram valores que seriam reprovados, embora a metodologia de controle

conteste estes resultados.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O trabalho utilizou o método HPAEC-PAD como controle para quantificagdo
de lactose e o comparou com oito outras metodologias. Concluiu-se que o HPLC-
RID e o biossensor Biomilk 300 apresentaram solu¢des mais ajustadas para a
determinagdo de lactose em concentragdo inferior a 0,1% (m.m" ou m.v'') em
produtos lacteos.

A maior parte das técnicas requer tratamento prévio, capaz de remover
macromoléculas, como proteinas e lipidios, mas ndo é capaz de remover outros
carboidratos. A esse respeito, 0 biossensor € um método pratico e eficiente; etapas
de pré-tratamento foram dispensadas e foi capaz de determinar resultados para
todos os produtos analisados.

A composigao das amostras influenciou a resposta de analise, configurando
um fator importante e determinante na escolha do método a ser utilizado para
quantificar a lactose residual em produtos lacteos hidrolisados.

Almeja-se que os resultados contribuam para a tomada de decisdo das
equipes de Pesquisa e Desenvolvimento e Qualidade em industrias de laticinios no
que se refere a escolha de metodologias analiticas. Também é esperado que o
material fornega relevantes informacdes ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento. Em consequéncia, o trabalho impactara também consumidores que
estdo em busca de alimentos compativeis com seus habitos e que poderdao se

beneficiar da garantia da qualidade do que é servido.
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