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RESUMO

O leite € um alimento muito especial devido a sua rica composi¢cdo. No cenario atual,
muitos produtos tém sido formulados para atender as necessidades de diferentes tipos
de consumidores. Um exemplo comum é a disponibilidade de leite sem lactose,
destinado especialmente as pessoas com intolerancia a lactose. E de extrema
importancia avaliar analiticamente esses produtos a fim de verificar se houve uma
reducdo real no teor de lactose. Existem diferentes métodos disponiveis para
quantificar a lactose em produtos lacteos. Neste trabalho, foi realizada uma avaliagao
do teor estimado de lactose residual em cinco amostras comerciais de leite UHT, que
possuem a descricdo "Zero Lactose" em seus rotulos. Essas amostras foram
produzidas na regido Sul do Brasil e adquiridas em supermercados da cidade de Sao
Miguel do Oeste-SC. Foram testados dois métodos analiticos: o método titulométrico
de Lane-Eynon, que se baseia na determinagdo do volume de amostra necessario
para reduzir uma solugdo de Fehling de concentragdo conhecida, e o método
enzimatico de Glicose Oxidase. Uma hidrélise quimica foi realizada nas amostras
como uma etapa adicional, antes da determinacg&o do teor de lactose estimado. Nessa
etapa, as amostras foram tratadas com acido cloridrico e submetidas a uma
temperatura de 100°C por 45 minutos. O objetivo dessa hidrolise foi estimar o teor de
lactose por diferenga, comparando os valores antes e depois da hidrdlise. Os
resultados obtidos pelo método de glicose oxidase indicaram que todas as amostras
estavam em conformidade com a legislagao vigente em relagéo ao teor estimado de
lactose. Por outro lado, o método de Lane-Eynon se mostrou ineficiente, pois
determina os agucares redutores totais, sem diferenciar lactose, glicose e galactose.

Palavras chave: lactose, Lane-Eynon, glicose-oxidase, leite UHT, hidrdlise quimica.



1 INTRODUGAO

De acordo com o capitulo Ill do Regulamento de Inspecédo Industrial e Sanitaria
de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) "entende-se por leite, sem outra
especificacao, o produto oriundo da ordenha completa, e ininterrupta, em condicoes
de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 2020). Este
tem grande importancia na alimentagdo humana devido ao seu elevado valor nutritivo,
fonte de proteinas, lipideos, carboidratos, minerais e vitaminas (VENTURINI;
SARCINELLI; SILVA, 2007).

O principal carboidrato presente no leite é a lactose, este € metabolizado no
intestino por meio da agao da enzima lactase. A deficiéncia na produgdo enzimatica
de lactase acarreta em reacado adversa, conhecida também como intolerancia a
lactose, que pode ocasionar dores abdominais, diarréia, vémito entre outros sintomas
(ZYCHAR; OLIVEIRA, 2017). A intolerancia a lactose ndo tem tratamento, recomenda-
se aos pacientes uma dieta restritiva ou reduzida, de acordo com o grau da
intolerancia, de produtos lacteos, sendo que em alguns casos pode ser realizado o
uso de medicamentos que contém a enzima lactase em conjunto com as refeigdes
(MATTAR; MAZO, 2010).

Segundo Pereira (2012), as industrias de alimentos ja estdo fabricando produtos
com baixo teor ou zero lactose, com o intuito de abrangerem o mercado consumidor
que apresenta este tipo de restricdo em sua alimentagdo. Nestes casos os produtos,
como o leite, recebem doses da enzima lactase, com o intuito de decompor a lactose
em monossacarideos digeriveis como a glicose e a galactose (DELGADO et al.,
2010).

No Brasil, existem leis para a rotulagem que preveem que os alimentos
comercializados informem no rétulo a presenca ou auséncia de determinadas
substancias. Atualmente a RDC n° 136 de 8 de fevereiro de 2017, da Anvisa, os
alimentos processados ou elaborados para eliminar ou reduzir o conteudo de lactose,
tornando-os adequados para individuos com restricdo de lactose, sdo classificados
como alimentos com restricao de lactose. Em termos de teor de lactose, os alimentos
isentos de lactose devem conter menos de 0,1% de massa de lactose por quantidade
de produto, o que corresponde a mais de 100 miligramas (mg) de lactose para cada

100 gramas ou mililitros de produto. A normativa também exige que a rotulagem
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desses alimentos indique claramente a informacao "sem lactose". Portanto, pessoas
com restrigdes significativas a esse agucar devem prestar atencéo a essa rotulagem,
uma vez que pode haver uma pequena quantidade de lactose presente no produto.
Além disso, ha uma regra especifica para alimentos que contenham uma quantidade
reduzida de lactose em sua composi¢ao, os quais devem ser rotulados como "baixo
teor de lactose". Esses alimentos apresentam valores entre 0,1 e 1 g de lactose por
100 g ou mililitros de produto. Essas definigdes e requisitos sdo fundamentais para
orientar e garantir a escolha adequada de alimentos por parte de individuos com
restricbes de lactose.

Neste cenario a realizagdo deste estudo tem como objetivo avaliar o teor de
lactose residual em amostras de leite semidesnatado UHT de marcas comerciais que
contenham no rétulo a inscrigao “Zero Lactose”, comparando os resultados obtidos na

determinagao pelos métodos de Lane-Eynon e Glicose oxidase.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producao de leite no Brasil

O leite é considerado uma das commodities mais importantes do mundo, sendo
consumido in natura ou derivados por inumeras pessoas em todo o mundo. No Brasil,
a industria de laticinios € o segundo segmento mais importante das industrias do ramo
alimenticio. Em média, 116,5 equivalentes kg de leite sdo consumidos por cada
habitante por ano, estes niveis de consumo variam consideravelmente entre os
paises sendo a renda um fator decisorio (SIQUEIRA, 2019).

Em 2020, o ano de inicio da pandemia da Covid-19, a disponibilidade de leite
no Brasil aumentou 2,8%, com volume de 734,08 milhdes de litros superior a 2019.
Os ultimos dados da Pesquisa Trimestral do Leite/IBGE, mostrou produgao recorde
no pais de 25,53 bilhdes de litros (EMBRAPA, 2021), conforme mostra a figura 1.

Figura 1 - Producgéao Brasileira de leite sob inspe¢ao: em bilhdes de litros
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Fonte: Anuério de Leite, Embrapa 2021.

Esse cenario sofreu mudancas em decorréncia das consequéncias causadas
pela pandemia, como a reducao da renda e o endividamento das familias brasileiras,
o setor sofreu uma queda consideravel em 2022. Outro fator agravante que reduziu a
producéo de leite brasileira foi 0 aumento no custo de produgéo (NEIVA, 2022).

Dotada de producao de 34,84 bilhdes de litros de leite, em 2019, a atividade
leiteira no Brasil se distribui por quase todo o pais, sendo a regido sul a 42 maior
produtora, como demonstrado na Figura 2 (ANUARIO EMBRAPA, 2021).



Figura 2 - Produgéao de leite nos estados brasileiros (2019).
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Fonte: Anuario de Leite, Embrapa 2021.
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O leite é uma fonte nutritiva de grande importéncia, € um alimento considerado

fonte de proteinas, gorduras, carboidratos e outros constituintes essenciais e possui

a lactose como o principal carboidrato presente em sua composicado. No leite cru, a

lactose é responsavel por 40% dos solidos totais, 50% no leite desnatado e de 70 a

80% no soro (CUNHA et al., 2008), como podemos observar na figura 3.

Figura 3: Composicao do Leite
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Segundo o relatério publicado pela Associagao Brasileira de Leite Longa Vida



31

(ABLV) o leite UHT representa no Brasil cerca de 62% do consumo, o0 segmento
constitui 28% do destino do leite formal produzido no pais e esta presente em 90%
dos lares. Pode-se ainda afirmar que o volume de leite UHT movimenta 25
bilhdes/ano de reais se considerado seu valor finalizado nas géndolas

O processo UHT é um tratamento térmico de fluxo continuo, em que o leite é
preaquecido, homogeneizado antes ou apos a esterilizacao, esterilizado, resfriado e
embalado assepticamente. Caracteriza-se pelo emprego de temperaturas entre 140 e
150 °C durante 2 a 4 segundos, para inoculagdo do produto (SA; BARBOSA, 1990).
O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Leite UHT (BRASIL, 1997)
estabelece como leite UHT : “O leite homogeneizado que foi submetido, durante 2 a 4
segundos, a uma temperatura entre 130°C e 150°C, mediante um processo térmico
de fluxo continuo, imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a 32°C e
envasado sob condi¢gdes assépticas em embalagens estéreis e hermeticamente
fechadas”.

O tratamento térmico no leite UHT pode ser realizado pelo sistema direto, em
que a esterilizagdo do produto € obtida pela acdo do calor proveniente da injegc&o
direta de vapor. Neste sistema, o leite € preaquecido em temperatura entre 70 e 80
°C, é aquecido a temperatura de 130 a 150 °C, durante 2 a 4 segundos pela injegao
de vapor quente e homogeneizado. Depois passa pela camara de vacuo a fim de
reduzir a temperatura e eliminar a agua do vapor condensado e as substancias
presentes que podem causar odores indesejaveis ao produto. Em seguida, o leite &
acondicionado assepticamente em embalagens estéreis e hermeticamente fechadas
(LEWIS, 1986 SA, BARBOSA, 2011).

Outro sistema empregado para obtengao de leite UHT é o indireto, no qual se
utiliza o mesmo principio de permutagao de calor por placas, como na pasteurizacao,
ou melhor, o leite € aquecido pelo calor proveniente de dispositivos metalicos (placas
ou tubos) condutores de energia calorifica. Como na pasteurizagdo, o aquecimento
destes dispositivos se da por meio de agua quente ou vapor (LEWIS, 1986; SA,
BARBOSA, 2011).

2.3 Lactose

A lactose, também conhecida como agucar do leite, € um dissacarideo formada

pelos monossacarideos glicose e galactose que sao ligados através do grupo aldeido
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da galactose ao carbono da glicose, formando a ligacdo glicosidica (1,4)
(FERNANDES, 2014; BARBOSA, 2011 ). Existem duas formas isoméricas, a a-
lactose e [B-lactose, que diferem na posi¢cao da hidroxila e do hidrogénio do grupo
redutor da lactose, o que a torna um agucar redutor (ALMEIDA, 2014).

Este dissacarideo pode ser hidrolisado pela enzima intestinal lactase (Figura 3)
para entao ser absorvido pela corrente sanguinea na forma de glicose e galactose, a
estrutura esta demonstrada na figura 2, (FERNANDES, 2014; BARBOSA, 2011 ).

Figura 4 - Estrutura quimica da lactose
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Fonte: CAMPBELL (2000).

A intolerancia a lactose é uma reacao adversa causada pela deficiéncia
enzimatica da lactase no organismo. Segundo Zychar (2017), a intolerancia a lactose
pode ser classificada em quatro tipos:

e O primeiro e mais comum € a deficiéncia primaria de lactase ou hipolactasia
adulta. O termo hipolactasia esta relacionado com a redugdo da agao da
enzima lactase na mucosa do intestino, geralmente associados a fatores
hereditarios;

e A hipolactasia adquirida, esta relacionada com a perda programada da
atividade da lactase, podendo ser fisiolégica ou decorrente de doengas que
afetam a mucosa do intestino;

e O terceiro tipo é a intolerancia congénita, trata-se de uma heranga autossémica
recessiva, sendo passada de geragao para geragao, ou seja, o recém nascido
nao apresenta atividade da enzima, como esta relacionada a uma falha na
absorgao gastrica pode ser fatal na primeira infancia;

e A intolerancia ortogenética, quarto tipo, é caracterizada pela ma absorgao da
lactose podendo se manifestar em qualquer fase da vida;

Os sintomas apresentados pelos pacientes geralmente sio flatuléncia, dor tipo
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cdlica, diarréia e distensdo abdominal. Estes sintomas séo correlacionados com a
quantidade de lactose ingerida pelo paciente, podendo variar de acordo com o grau
de deficiéncia de lactase em cada caso (FERNANDES, 2014; HEYMAN, 2006).

Pesquisas apontam que cerca de 65% da populacdo no mundo apresenta
sintomas de ma digestao da lactose, podendo este numero ser superestimado devido
ao autodiagnostico (PEREIRA, 2012). No Brasil, segundo Cunha (2008), a deficiéncia
ortogenética da lactose atinge 46 a 67% da populagéo, variando conforme a etnia.
Estudos apontam que a intolerancia a lactose devido a ma absor¢cdo € muito mais
frequente em negros do que brancos (BARBOSA, 2011).

Para o tratamento é recomendado, inicialmente, a restricdo do consumo de leite
e produtos lacteos a fim de obter a remissédo dos sintomas, porém a exclusao total da
lactose deve ser evitada devido ao impacto nutricional causado ao paciente, portanto
sugere-se a reintrodugao gradual na dieta (ZYCHAR, 2017). Segundo Cunha, (2008)
existem tipos de suplementacio de lactose para pessoas intolerantes, como capsulas
de lactase e lactase liquida. Outra proposta para minimizar os efeitos causados pela
intolerancia a lactose pode ser o uso de alimentos funcionais que contém culturas
probidticas e prebidticas, estas podem garantir maior atividade enzimatica, no caso
de intolerantes, maior atividade da enzima lactase. Outra alternativa seria a ingestao
de produtos isentos ou baixos em lactose, como por exemplo doce de leite com
lactase, leites com adigdo de lactase, os lacteos fermentados e os queijos duros
(FERNANDES, 2014).

2.4 Intolerancia a Lactose x APLV (Alergia a proteina do leite de vaca)

De acordo com Uggione e Fagundes (2006), apesar de apresentarem sinais e
sintomas muito semelhantes (nauseas, vomito, dor abdominal e diarreia), as duas
condi¢cdes se desenvolvem de forma diferente no organismo. APLV ou alergia a
proteina do leite de vaca, abrange apenas o sistema imune, acarretando reagdes
contra o antigeno, ja a intolerancia a lactose € a auséncia ou deficiéncia da enzima
lactase que degrada a lactose presente no leite.

Nos quadros de intolerancia a lactose, a enzima [-galactosidase responsavel
pela hidrolise apresenta uma reducgao parcial ou total de sua atividade enzimatica.

Sendo assim, 0 organismo ndo consegue metabolizar a lactose que foi ingerida e
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transforma-la em glicose e galactose. Dessa forma, quando ndo ocorre a
metabolizagdo da lactose, ela fica armazenada no intestino grosso até sofrer a agao
de bactérias da flora intestinal, que irdo transformar a lactose em propionato, acetato
e butirato, que posteriormente serdo absorvidos pela mucosa intestinal conforme o
demonstrado na Figura 5 (PERREIRA, 2019).

Figura 5 - Patogénese da intolerancia da lactase.
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Fonte: Izquierdo et al., (2011).

2.5 Lactase

A lactase é uma enzima que esta presente em todos os mamiferos desde o
nascimento, podendo diminuir sua produgao ao longo da vida. As enzimas utilizadas
em processos de deslactosagdo podem ser de origem microbiana (Kluyveromyces
lactis, Kluyveromyces fragilis) ou de origem fungica (Aspergillus niger, Aspergillus
orizae). A estabilidade e a atividade da enzima utilizada depende da sua origem,
sendo geralmente utilizado leveduras alimentares (TREVISAN, 2008).

A enzima lactase apresenta uma faixa ideal de pH e temperatura para maior
eficiéncia, sendo o recomendado pH 6,9 ao 7,3 e uma temperatura em torno de 35°C
(TREVISAN, 2008).

A velocidade das reacdes enzimaticas € influenciada pela concentracdo de
enzima (lactase) ou substrato (lactose), pelo pH e pela temperatura. Na hidrdlise da
lactose, as primeiras amostras apresentam reacdo acelerada, devido a alta

concentragdo de lactose (substrato). Apds algumas horas a velocidade de hidrdlise



31

diminui em fungéo da redug¢ado da concentragdo (consumo) de lactose. Geralmente,
valores extremos de pH inativam as enzimas. Em geral as enzimas reagem muito
lentamente a temperaturas baixas. A lactase tem atividade 6tima entre 39°C e 42 °C.
Em temperaturas elevadas, ela perde seu poder de hidrolisar a lactose. Grande parte

das enzimas é destruida por aquecimento acima de 70 °C (CARMINATTI, 2001).

2.6 Hidrdlise Industrial da Lactose

A hidrélise enzimatica da lactose pode ser realizada através de dois métodos,
0 enzimatico e o quimico, sendo o primeiro 0 mais empregado nos processos
industriais, este consiste na hidrolise da lactose através da enzima lactase (DE
BRITO, 2021).

Para a realizacdo da hidrolise acida sdo necessarias solugdes diluidas de
acidos fortes como o sulfurico e o cloridrico, as condi¢cdes de processo devem ser
severas quanto as margens de pH (1,5 a 2,0) e temperatura (100 a 150°C). Este
processo nao é tdo empregado na industria devido as alteragbes de cor e sabor no
produto final (TREVISAN, 2008).

Segundo Brito (2021) o inicio do processo de produg&o ocorre na recepgao do
leite, este chega na unidade de beneficiamento através de caminhdes isotérmicos e
devem apresentar temperatura até 7 °C. Posteriormente é realizada uma etapa de
filtracdo com a finalidade de remogao das impurezas de maior tamanho, seguindo
para as etapas de clarificagédo e centrifugacéo, podendo ou ndo passar por uma etapa
de padronizagao. Na sequéncia é realizada a etapa de pasteurizacdo utilizando-se de
um trocador de calor a placas. O leite entdo pode ser refrigerado ou seguir para a
etapa de homogeneizacao, posteriormente é adicionado estabilizante, citrato de sddio,
que tem por finalidade evitar a sedimentacdo do leite no processo de
ultrapasteurizagdo. Apos o processo de esterilizagdo (UHT) o leite é resfriado e
adiciona-se a lactase, seguindo entdo para a etapa de envase em embalagem
asseéptica.

A temperatura do processo € relativamente baixa, o que torna a escolha do
método mais vantajosa, pois propicia economia energética e ndo gera a desnaturagao
da proteina e o escurecimento enzimatico (DE BRITO, 2021). O grau de hidrélise da
lactose depende da dosagem da lactase no leite e das condigdes de processamento

(TREVISAN, 2008). O processo de hidrolise pode ser realizado de formas diferentes



de acordo com a forma de produgao da industria (Figuras 6 e 7).

Figura 6. Fluxograma do leite Zero Lactose - adicao da enzima no envase.
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A hidrdlise da lactose ocasiona modificacdes fisicas e quimicas, pois aumenta a
solubilidade, o poder adogante e a digestibilidade dos agucares e a viscosidade, a
textura e o paladar dos produtos (TREVISAN, 2008).

Ao adicionar a lactase no silo, é necessario aguardar o tempo de hidrolise da
lactose, pois ao realizar o tratamento térmico para o envase do leite, a enzima é
inativada, sendo assim no método de hidrélise no silo, a hidrolise deve ser
acompanhada (por crioscopia), porem este método pode resultar em um teor de
lactose residual maior no leite, ja que ha a inativagdo da lactase. Enquanto pelo
método de adigdo no envase, o leite € envasado juntamente com a enzima, e a
hidrdlise acontece dentro da caixinha, sendo assim € mais garantido que ocorra uma
hidrolise completa, pois a enzima nao € inativada, o que resulta em menor teor de

lactose residual no produto.
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Figura 7 - Fluxograma do leite Zero Lactose - adigdo da enzima em silo.
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2.7 Legislacao

No Brasil, a rotulagem do teor de lactose do leite é regulada através da RDC
727/2022 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Osalimentos para
dietas com restricao de lactose s&o classificados como Isentos de lactose e baixo teor
de lactose. Os alimentos considerados “isentos de lactose” contém quantidade de
lactose igual ou menor a 0,1 g/100g ou 0,1 g/100mL do alimento pronto para o
consumo, enquanto que os alimentos considerados “baixo teor de lactose” contém
quantidade de lactose maior que 0,1 g/100g ou 0,1 g/100mL e igual ou menor do que
1g9/100g ou 1g/100mL do alimento pronto para o consumo (ANVISA, 2017).
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Os alimentos para dietas com restricdo de lactose, que atendam a
classificagéo de “isentos de lactose”, devem trazer na embalagem, proxima a
denominacdo de venda do alimento, a seguinte redacédo: “isento de lactose”,

“zero lactose”, “0% lactose”, “sem lactose” ou “ndo contém lactose”. Assim

como os alimentos que atendam a classificacdo de “baixo teor de lactose”
devem trazer a declaragao “baixo teor de lactose” ou “baixo em lactose”
proxima a denominagéo de venda do alimento (ANVISA, 2017).

Portanto, para os leites que contenham na embalagem a inscricdo “Zero
Lactose - Para dietas com restricdo de lactose”, o teor de lactose residual deve ser

menor ou igual a 0,1 g/100g ou 0,1 g/100mL do produto pronto para consumo.

2.8 Métodos analiticos

2.8.1 Método Titulométrico — LANE-EYNON

O método de Lane-Eynon baseia-se na determinagéo do volume de amostra
necessario para reduzir uma medida da solugdo de Fehling, de concentragao
conhecida. E possivel identificar o ponto final da titulagdo através do uso de indicador,
como azul de metileno. A solugao de Fehling é formada por ions bivalentes de cobre
(Cu?*) complexados com tartarato em meio alcalino. Neste meio, os carboidratos sdo
oxidados a acidos aldénicos, formando 6xido de cobre | (precipitado vermelho-tijolo),
conforme Figura 8. O tempo de aquecimento, temperatura e concentragdo dos
reagentes devem ser bem controlados para a execugdo do método (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

A amostra necessariamente deve ser neutra e nenhum agente redutor deve
estar presente na matriz a fim de ndo haver alteragdo nos resultados (BIRCH, 1985).
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 éxido cuprico. O
aquecimento prolongado pode decompor os agucares da amostra, portanto a titulagéo
deve ser realizada em, no maximo, trés minutos (TAVARES et al., 2010).

O método Lane-Eynon era o método oficial do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento-MAPA para mensurar glicideos redutores até setembro de
2018, pela IN 68/2006, revogada pela IN 30/2018 (BRASIL, 2018). Porém, este
método n&o distingue os glicideos resultantes da hidrolise enzimatica da lactose.
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Figura 8 - Agucar redutor

H
H OH H
« Glucose H

Fonte: Tavares, 2010.

2.8.2 Método enzimatico Glicose Oxidase

A determinagdo da glicose pelo método enzimatico apresenta elevada
especificidade e simplicidade operacional envolvida. Em presengca de oxigénio, a
glicose sofre a acao da glicose oxidase, produzindo peréxido de hidrogénio, que pela
acao da peroxidase e em presenga de um reagente fendlico (fenol) e 4-
aminoantipirina produz um composto corado (quinonimina), com maximo de absorgéo
em 505 nm, conforme a Figura 9. A cor formada é proporcional a concentragao de

glicose presente na amostra.

Figura 9 - Representacao estrutural da reagao da Glicose Oxidase
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia dos métodos na determinacao do teor de lactose residual
em amostras de leite de marcas comerciais que contenham no rétulo a inscricao “Zero

Lactose”, antes e apés uma hidrélise quimica.

3.2 Objetivos Especificos

- Estimar o teor de lactose em amostras comerciais de leite Zero Lactose.

- Analisar a conformidade das amostras analisadas com a legislag&o vigente.

- Comparar os resultados obtidos pelo método Lane-Eynon e Glicose Oxidase.
- Avaliar a utilizagcdo da hidrélise quimica para estimar o teor de lactose pelo

método glicose oxidase.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

Foram adquiridas cinco amostras de leite semidesnatado UHT em
supermercados do municipio de Sdo Miguel do Oeste — SC. Destas, cinco amostras
eram Zero Lactose. As amostras de marcas distintas foram denominadas como 1, 2,
3, 4, e 5. As mesmas amostras apoés a hidrélise foram denominadas respectivamente
de 1H, 2H, 3H, 4H, e 5H (H significa que a amostra foi hidrolisada).

As amostras foram produzidas na regido Sul do Brasil, todas foram produzidas
no ano de 2023, nado estando, nenhuma delas, préximo da data de vencimento. As
amostras 1 a 5 continham no rétulo a inscricao “Zero Lactose - Para dietas com

restricdo de Lactose”.

4.2 Analises

4.2.1 Lane-Eynon

A metodologia para a determinagao de lactose foi Lane-Eynon, conforme
recomendado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA,
Instrugdo Normativa 68/2006 (BRASIL, 2006). Inicialmente foi pipetado 10 mL da
amostra em um baldo volumétrico de 250 mL, foi adicionado 6 mL de solugao de
ferrocianeto de potassio a 15% e 6 mL de solugédo de acetato de zinco a 30% para
precipitagdo da proteina e completado o volume com agua. Deixado sedimentar por
uma hora em papel filtro, o filtrado foi recolhido em erlenmeyer.

Para a determinacdo de acucares redutores totais, foi adicionado em um
erlenmeyer de 250 mL, 5 mL da solugédo de Fehling A e 5 mL de solugao de Fehling
B, juntamente com 40 mL de agua destilada. A solugdo foi mantida em ebulicdo
(aproximadamente 94°C) em chapa aquecedora para o inicio do gotejamento da
amostra, contida na bureta, sem agitagdo, manteve-se a ebulicdo durante toda a
titulagao, até a descoloragéao de azul de metileno a 1 %, e continuou a titulagao a cor

vermelho tijolo. Iniciou-se com a padronizagao do reagente Fehling.
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O reagente Fehling foi padronizado através da titulagdo da solugao de glicose

com os reagentes. O titulo da solugao de Fehling € obtido pelo calculo:
_ Vxm
~ 100

Onde:
V= Volume gasto de glicose na titulagdo, em mL;

m= massa da glicose, em gramas.

Para calcular a concentragao de glicose foi utilizada a seguinte férmula:

T

100 x 250 x (7)

% de glicidios = VX

Onde:
T= Titulo da solugéo de Fehling;
V=Volume gasto na titulagdo em mL;

m= massa da amostra em gramas;

As amostras foram entdo submetidas a hidrdlise quimica, adicionando 1 mL de
acido cloridrico e ficando em banho maria a 94°C por aproximadamente 45 minutos e

repetido a analise em triplicata para todas as amostras.

4.2.2 Glicose Oxidase

Para verificar a concentragdo de glicose nas amostras, utilizou-se o Kit de
Glicose Enzimatica SIGMA-ALDRICH®. O método baseia-se na oxidag&o da glicose
a acido gluconico e peroxido de hidrogénio, com a enzima glicose oxidase atuando
como catalisador. O peréxido de hidrogénio formado reage com 4 - aminoantipirina e
fenol, formando um complexo de cor vermelha.

Para o procedimento, houve a preparacdo das amostras, onde foram
transferidos 25 mL de cada amostra para um tubo de centrifuga de 50 mL, adicionados
5 mL de HCI 0,6N para precipitagado da caseina, incubados os tubos em banho de gelo
por 10 minutos, centrifugados em centrigula MTD [lI® Plus a 3000 rpm por 10 minutos,
o sobrenadante entao foi transferido para béqueres de 50 mL, neutralizado com NaOH



31

0,6N e transferidos para baldes volumétricos de 50 mL e completado o volume com
agua destilada.

Apoés a preparagao as amostras entdo foram utilizadas para a realizagdo da
analise, foram adicionados em tubos de ensaio 2,5 mL da amostra, incubados em
banho maria por 10 minutos, adicionado entdo 250 pyL do reagente e novamente
incubados em banho maria por 10 minutos. A coloracdo foi determinada em
espectrofotdbmetro modelo 700 plus, marca FEMTO®, ajustado para comprimento de
onda de 505 nm (MOTTA, 2009).

As amostras foram entdo submetidas a hidrdlise quimica, adicionando 1,0 mL
de acido cloridrico e ficando em banho maria a 100°C por aproximadamente 45

minutos e repetido a analise em triplicata para todas as amostras.

4.3 Andlise estatistica de dados

As analises foram realizadas em triplicada para cada amostra. Os resultados
foram avaliados estatisticamente, utilizando o Software XLStat verséo 2022, foi feito
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey com 5% de probabilidade de erro.

Para os dois métodos realizados, as analises tiveram resultados confiaveis,
uma vez que no resultado da analise de variancia, o F foi maior que o F critico para

todas as analises.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o método de Lane-Eynon foram realizadas analise das cinco amostras,
em triplicatas, sendo o primeiro ensaio para as amostras sem hidrolise quimica
(amostras 1, 2, 3, 4, e 5) e posteriormente para amostras submetidas previamente a
hidrolise (amostras 1H, 2H, 3H, 4H, e 5H). Com o uso da equacao determinamos a
concentragao de glicose através da porcentagem de glicidios presentes. No quadro 1
temos a média e o desvio padrao dos resultados encontrados para as mesmas.

Quadro 1 — Resultados de média e desvio padrado para a metodologia de Lane-Eynon

Amostra Média Desvio padrao
1 7,14 0,42
2 8,03 1,39
3 8,17 0,40
4 7,27 1,10
5 7,90 0,92
1H 12,24 0,38

2H 8,45 1,68
3H 10,39 0,57
4H 10,35 0,25
5H 8,29 0,57

Ja no quadro 2, temos os resultados do teor de glicicios redutores, bem como

seus dados estatisticos.

Quadro 2 - Resultados encontrados para as titulacdes na metodologia de Lane-Eynon

Amostra | Teor de glicidios redutores | Amostra | Teor de glicidios redutores
(%) (%)
1 0,07¢ 1H 0,092
2 0,082 2H 0,06¢
3 0,082 3H 0,07°
4 0,07¢ 4H 0,07°
5 0,075b 5H 0,06¢
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Conforme o descrito pela metodologia de Lane-Eynon, inicialmente foi realizado um
ensaio para a padronizagao do reagente de Fehling através da titulagdo da solugéo
de glicose com os reagentes. Nesta titulagcao foram gastos 3,3mL de solugdo (média
de uma triplicata), este valor foi necessario para calcularmos o titulo da solugdo. Como
foram utilizados 0,5g de glicose, e a titulagao gastou 3,3mL, T= 0,00165.

Posteriormente as amostras foram neutralizadas com solugao de hidréoxido de
sédio a 40%, seguindo-se entdo para a titulagdo com as solugbes de Fehling
novamente.

Pode-se concluir que o método de Lane- Eynon né&o foi eficiente para a
determinacao de lactose residual no leite, por se tratar de um método que quantifica
todos os acucares redutores presentes. Sendo que diversos fatores como a
preparagcdo da amostra que, é complexa, a realizacdo da analise em diferentes
etapas, o tempo de ebulicdo incorreto e erro no momento da adigdo dos reagentes
interferem na analise implicando na propagacao de erros e impedindo a obtencgao de
um resultado confiavel.

Para o método de glicose oxidase, inicialmente foi construida uma curva de

calibracéo de glicose, os resultados obtidos estao no quadro 3 a seguir.

Quadro 3 - Resultados da curva de calibragéo de glicose

Amostras Concentracao de glicose (g/)L Abs 1 | Abs 2 | Abs 3 | Média
1 0,00 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
2 0,20 0,223 | 0,229 | 0,231 | 0,228
3 0,40 0,491 | 0,489 | 0,488 | 0,489
4 0,60 0,741 | 0,734 | 0,747 | 0,741
5 0,80 0,961 | 0,957 | 0,955 | 0,958

Os dados de absorbancia foram utilizados para construgdao da curva de

calibragao a seguir, Figura 10:



Figura 10 - Curva de calibragdo para o método de glicose - oxidase.
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Através dessa curva de calibragdo, obtivemos a equacido da reta, que foi

utilizada para calcular a concentragao de glicose das amostras de leite, os resultados,

juntamente com a média e desvio padrao, constam no quadro 4 a seguir:

Quadro 4 - Dados de concentracdo, média e desvio padrao para o método de glicose oxidase.

Amostras Concentragao final g/L Média g/L Desvio padrao
1 0,23 0,23 0,0005
2 0,40 0,40 0,0005
3 0,35 0,35 0,0005
4 0,24 0,24 0,0005
5 0,34 0,34 0,0005

1H 1,97 1,97 0,0052
2H 1,03 1,03 0,0067
3H 1,88 1,88 0,0027
4H 1,24 1,24 0,0027
5H 1,42 1,42 0,0010

Com estes resultados, foi

possivel analisar os dados e comparar a

concentracdo antes e apos a hidrolise quimica, bem como estimar o teor de lactose

por diferenca de glicose e analisar a conforimidade com a legislagao, os dados estao

expostos no quadro 5.
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Quadro 5 - Teor de glicose em leite UHT semidesnatado, deslactosado, pelo método glicose-oxidase

Diferenca
Teor de
. no teor de . . Valor
Teor de | glicose no . Estimativa -
. . . glicose estabelecido
glicose no | leite apés do teor de . ~
Amostra - o antes e em legislagao
leite hidrélise - lactose
mg/100ml | quimica | 9€POISda |\ i100mi (RDC
ma/100ml hidrélise 136/2017)
9 mg/100ml
1 13 97 84 84
2 21 52 31 31 Abaixo d
aixo de
3 19 93 74 74 100mg/100m|
4 14 62 48 48
5 19 70 51 51

Para estimar o teor de lactose com relagao a diferenca antes e ap6s a hidrélise,
foi utilizada a estequiometria da reacdo, onde para cada molécula de lactose
degradada se forma uma de glicose e uma de galactose, desta forma consegue-se
estimar a quantidade de lactose presente.

Portanto, podemos concluir que é possivel estimar o teor de lactose residual
em amostras de leite zero lactose, utilizando o método de glicose oxidase e
submetendo as amostras a uma hidrdlise quimica para determinar a diferenca apés a
hidrolise das moléculas restantes de lactose no leite. Os resultados estimados de
lactose ficaram em conformidade com a legislagdo para todas as amostras.

Os resultados do trabalho ficaram dentro do esperado, confirmando o que ja
havia sido estudado por Oliveira (2018), que a eficiéncia do método de Lane-Eynon é
questionavel e sua aplicagao é restrita, € importante que se tenha uma padronizagao
de método para produtos lacteos, especialmente para os leites com baixo teor de
lactose.

Oliveira (2018), também utilizou 0 método de glicose oxidase para analisar os
resultados obtidos por Lane-Eynon em diversos produtos lacteos, tendo encontrado

resultados coerentes com a literatura.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que o método de Lane-
Eynon nao foi eficiente para a determinagao de lactose residual no leite, por se tratar
de um método que quantifica todos os agucares redutores presentes na amostra de
interesse e possuir alta sensibilidade quanto aos fatores externos, como preparacao
da amostra, que é complexa, a realizacdo da analise em diferentes etapas e o tempo
de ebuligao incorreto.

Conclui-se também que é possivel estimar o teor de lactose residual utilizando
o método de glicose oxidase, submetendo as amostras a uma hidrélise quimica para
determinar a diferenca ap6s a hidrélise das moléculas restantes de lactose no leite.

Os resultados encontrados estdo dentro do estabelecido pela legislagéao

vigente, afirmando que os produtos sao baixos em lactose.
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