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ESTUDO COMPARATIVO ENTRE METODOS DIRETO E INDIRETO PARA
QUANTIFICACAO DE LACTOSE EM LEITE UHT

Cleiver Junio Martins Costa®, Milla Gabriela dos Santos®, Ricardo Correa Santana®, Amado
Jesus Silva®

? Laboratorio de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Uberlandia, campus

Resumo: O leite ¢ um tipo de alimento muito especial devido sua rica composicdo, sendo
seus principais constituintes a dgua, proteina, gordura, sais minerais € também vitaminas. No
cendrio atual, muitos produtos tém sido formulados a fim de atender as necessidades dos
diferentes tipos de publicos, um exemplo comum ¢ a disponibilidade de leite sem lactose,
criado especialmente ao publico com intolerancia a lactose. Existem diferentes maneiras de
quantificar a lactose em produtos lacteos, dentre elas, a Cromatogrfia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE ou HPLC), que ¢ um método preciso e seguro, porém de alto custo. Outra
op¢ao muito utilizada em laticinios ¢ a crioscopia, equipamento que mede o ponto de
congelamento do leite, o qual modifica ao diminuir ou aumentar a quantidade de
componentes, em especial a lactose. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo
correlacionar as duas analises com relacdo a quantificagdo de lactose em leite UHT. Para isso,
leites UHTSs diferentes foram submetidos a hidrolise da lactose, utilizando a enzima lactase.
As amostras contendo diferentes concentracdes de lactose foram analisadas por HPLC e por
crioscopia. Observou-se que, quando em altas concentragdes, a lactose pode ser analisada por
crioscopia, porém, para baixas concentragdes de lactose, a crioscopia ndo apresentou
sensibilidade.

Palavras-chave: Crioscopia, CLAE, Lactose.

Abstract: Milk is a very special type of food due to its rich composition, its main constituents
being water, protein, fat, minerals and also vitamins. In the current scenario, many products
have been formulated in order to meet the needs of different types of public, a common
example is the availability of lactose-free milk, created especially for the consumers with
lactose intolerance. There are different ways to quantify lactose in dairy products, including
High Performance Liquid Chromatography (HPLC), which is a precise and safe method, but
at a high cost. Another option widely used in dairy products is cryoscopy, equipment that
measures the freezing point of milk, which changes by decreasing or increasing the amount of
components, especially lactose. Therefore, the present study aimed to correlate the two
analyzes in relation to the quantification of lactose in UHT milk. For this, different milk
samples were subjected to lactose hydrolysis, using the enzyme lactase. The samples
containing different concentrations of lactose were analyzed by HPLC and by cryoscopy. It
was observed that, when in high concentrations, lactose can be analyzed by cryoscopy,
however, for low concentrations of lactose, cryoscopy did not present sensitivity.

Palavras-chave: Cryoscopy, HPLC, Lactose.



1. Introducao

O leite se apresenta como um dos
alimentos mais completos em termos
nutricionais, desta forma o monitoramento
de sua qualidade ¢ excepcional em todas as
etapas em que ele estd envolvido. As
grandes preocupagdes quando se fala em
sua qualidade fisico-quimica, segundo
Polegato e Rudge (2003), seria o estado de
conservagao, tratamento térmico e sua
integridade fisica e quimica,
principalmente os relacionados a adigdo ou
remocdo de substancias quimicas proprias
ou estranhas a sua composigao.

Diversos fatores podem interferir
na composicdo do leite, no entanto, o leite
de vaca apresenta como composicao média
87,5 % de agua e 12,5% de solidos totais.
Desse ultimo, podem ser divididos em
fragdo de gordura e sélidos ndo
gordurosos. Dos soélidos ndo gordurosos,
encontram-se as proteinas  (caseina,
albumina e globulinas), lactose, cinzas e
vitaminas. A legislagdo brasileira estabele
o teor minimo de lactose de 4,3g a cada
100g de leite (BRASIL, 2018).

Em relacdo aos carboidratos
presentes no leite, a lactose (4-O-B-D-
galactopiranosil-D-glucopiranose) ¢ a mais
abundante e representa cerca de 70% dos
solidos do soro do leite. E formada por
dois monossacarideos, a glicose e a
galactose (ANDRADE, 2005; VALSECHI,
2013). A lactose ¢ um dissacarideo que se
origina da glicose do sangue do tecido
mamario do animal que se isomeriza em
galactose e, por fim, liga-se a glicose
remanescente para formar a lactose
(BEYER, 2002; MULER, 2002;
ORDONEZ, 2009).

Diante de todas as vantagens do
leite, vale salientar que quase 70% da
populacdo adulta mundial ndo consegue
digerir a lactose (principal carboidrato do
leite) e, por esse motivo, a hidrolise total
ou parcial dela, a partir da enzima lactase,
viabiliza o consumo de produtos lacteos.
Esse distirbio ¢ conhecido como

Intolerancia a lactose (INGRAM et al.,
2009).

A enzima lactase ¢ a responsavel
pela hidrdlise da lactose, sendo ela
encontrada naturalmente no organismo
humano. No entanto, varias pessoas
possuem deficiéncia em sua producdo.
Quando tal fato ocorre, o consumidor
acaba nao hidrolisando os produtos lacteos,
ocorrendo retencao de agua (pela pressdo
osmotica do intestino) e também, ao chegar
ao intestino grosso, a lactose acaba sendo
fermentada por microrganismos produtores
de gases causando desconforto a pessoa
(um dos sintomas caracteristicos desse
distarbio). A lactase é o nome comum
dado a enzima [-D-galactosidase, uma
hidrolase que separa a lactose em [B-D-
galactose e a-D-glicose (CARMINATTI,
2001; FAEDO, 2013; TREVISAN, 2008).

De acordo com a RDC n° 135, de 8
de fevereiro de 2017 (BRASIL, 2017), que
“aprova o regulamento técnico referente a
alimentos para fins especiais, para dispor
sobre os alimentos para dieta com restrigao
de lactose”, o alimento pode ser declarado
como isento de lactose quando apresentar
quantidade de lactose ndo superior a 100
(cem) miligramas por 100 (cem) gramas ou
mililitros do produto. Para declaracdo
como baixo teor de lactose, a quantidade
de lactose deve estar entre 1 (um) grama e
menor 100 (cem) miligramas,
considerando a mesma quantidade de
alimento anterior. Ja a RDC n° 136, de 8
de fevereiro de 2017 (BRASIL, 2007), que
“estabele os requisitos para declaragdo
obrigatéria da presenca de lactose nos
rotulos dos alimentos”, exige que todo
alimento com quantidade de lactose
superior a 100 (cem) miligramas por 100
(cem) gramas ou mililitros do alimento
apresente em seu rotulo a declaragdo
“Contém lactose”.

Os principais métodos empregados
para quantifica¢do de agucares sdo a leitura
do °Brix (método por refratdmetro),
Somogyi-Nelson, fenol-sulfirico (métodos
espectofotometros), Lane-Eynon ou reagao
de Fehling (método titulométrico) e



também uso de sensores eletroquimicos e
métodos oticos (SILVA et al., 2003). No
entanto, quando se trata de quantificagdo
da lactose, principal agucar presente no
leite, o método mais difundido ¢é a
cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com detec¢ao por indice de
refracdo.

No cromatdgrafo a amostra passa
por uma coluna permeando uma fase
estaciondria, por intermédio de uma fase
moével. Os solutos possuem diferentes
afinidades com a fase estacionaria, dessa
forma eles se distribuem entre as duas
fases. As substancias com maior afinidade
com a fase estaciondria movem-se mais
lentamente na coluna, e as substancias com
menor afinidade movem-se com maior
velocidade. Com o passar do tempo, ao sair
da coluna, os aglcares passam por um
detector, que emite um sinal, registrado em
um cromatograma. A  Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (ou HPLC, do
inglés  “High  Performance  Liquid
Chromatography”) ¢ o método de
referéncia  cromatografico usado em
analises de compostos ndo-volateis, ou
seja, quando a cromatografia gasosa nao ¢é
aplicada (SKOOG, HOLLER E CROUCH,
2006). Os componentes de um HPLC sao o
reservatorio e sistema de bombeamento da
fase movel, sistema de introducdo da
amostra, coluna cromatografica, detector
de sinal e processador de sinal.

O indice crioscopico (IC) ou ponto
de congelamento ¢ empregado na deteccdo
de fraudes envolvendo a adicao de agua ao
leite ou mesmo como um indicativo da
ineficiéncia do sistema de ordenha. A
temperatura média de congelamento do
leite € menor (devido a presenca de lactose
e sais minerais) que da 4gua pura e
corresponde a -0,550°C (FACHINELLI,
2010; RODAS et al., 2014).

Variagdes do percentual de agua no
leite podem ser diferentes conforme a raca
do gado, sua alimentagdo, bem como o
tempo de lactacdo (PINHEIRO, 2015).

Muitas industrias de laticineos tem
utilizado a crioscopia (por ser uma

caracteristica constante do leite ¢ uma
analise rapida e de facil realizagdo) como
confirmacao da hidrolise de lactose em
produtos de baixo teor ou considerado
isentos desse carboidrato. No entanto, ndo
ha confirmag¢des na literatura que valida
essa aplicacgao.

Os métodos envolvidos na detecgao
de carboidratos possuem principios que os
diferem completamente e a escolha de um
método para cada situacdo deve-se levar
em conta a amostra a ser analisada, a
viabilidade técnica, o tempo de resposta, o
custo empregado e a confiabilidade
requerida.

O objetivo desse trabalho foi
comparar dois métodos de quantificacao de
lactose, a crioscopia e a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
verificando a sensibilidade de detecgao, a
fim de atender aos requisitos necessarios
aos produtos comercializados como isento
ou baixo teor de lactose.

2. Materiais e Métodos

2.1 Equipamentos
2.1.1 Crioscopio

Primeiramente foi realizada a calibracao do
equipamento eletrobnico com amostras
padrio de ponto de congelamento
(crioscopio eletronico digital de bancada
modelo MK 540 Flex) e coletados 2,5 mL
de amostra, que foram colocadas em um
tubo especifico do crioscopio digital para
medi¢ao. O valor foi lido diretamente no
visor do equipamento, sendo expresso em
escala Hortvet (°H). Para conversdo de °H
para graus Celsius (°C) empregou se a
Equacao 1.

T(°C)=0.9656 x T(°H) (D

2.1.2 Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia



Primeiramente, cada amostra foi submetida
a uma etapa de preparagdo, no qual sdo
removidos componentes que nao sao
lactose, tais como gordura e sais minerais,
conforme item 2.2.1. Utilizou-se o
cromatégrafo  modelo  LC-20 AT
Prominience, com detector RID (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan) e coluna Hi-
Plex Ca 8 um (4agua ultrafiltrada como
eluente, com vazao de 0,6 mL/min, pressao
da coluna a 16 bar e volume de injecdo de
20 pL).

2.2 Reagentes e solugoes

2.2.1 Hidrdlise da lactose

Para a hidrolise da lactose empregou-se a
enzima lactase pura (LACTLOW L,
Granolab/Granotec) originaria de Bacillus
licheniformis. Colocou-se 600 mL de leite
em banho ultratermostatizado a 40°C
(temperatura Otima da enzima, segundo
recomendacdes do fabricante), verificando
com termOmetro a estabilizagdo da
temperatura. A enzima foi adicionada na
quantidade recomendada de 0,12% em
relagdo ao volume de leite (separou-se uma
quantidade de leite sem adicdo de enzima
para analise) e, apd6s 5 minutos de
hidrélise, retirou-se uma aliquota de 60 mL
em tubo de vidro e fez-se a inativacao da
enzima com imersdo dos recipientes em
agua em ebulicdo por 3 minutos, seguido
de banho em gelo para choque térmico. As
amostras foram refrigeradas até o momento
da  andlise seguinte. O  mesmo
procedimento foi realizado para as
aliquotas retiradas nos tempos 20, 40, 60,
80, 100 e 105 minutos de hidrolise.

2.1.2 Extragdo e Clarificagdo da Amostra

Etapa para separagdo de componentes que
nao sdo lactose, como proteinas, gorduras e
alguns sais minerais. Utilizou-se a
metodologia de Cataldi et. al (2003) e a
metolodologia Internacional 997.05 da
AOAC (2003), com algumas modificagdes
em relagdo as proporgdes de reagentes,
devido a caracteristica da amostra

analisada. A amostra foi diluida na
propor¢ao Vi (leite/dgua ultrafiltrada) e,
para cada 100 mL de mistura adicionou-se
ImL de solugdo de Carrez 1
(K4[Fe(CN)g] - 3H,0) e 1 mL de solugdo
Carrez II (Z,(0Ac), - 2H,0). Deixou-se
sob agitacdo constante e em seguida
passou por centrifugacdo (centrifuga
modelo Neoguge 15R, Heal Force) por 30
minutos a 4°C e 4000 rpm. Feito isso,
foram passados por um filtro especifico
(13mm de diametro e 0,22 um de
porosidade) para o HPLC. Os resultados
foram obtidos por leitura da area do pico
da lactose e wusado para calculo da
concentracdo de lactose por 100 mL de
leite, levando em consideracdo o fator de
dilui¢do da amostra.

2.3 Amostra

Utilizou-se quatro amostras de leite UHT
diferentes, repetindo-se trés vezes o
mesmo procedimento e analises para cada
amostra.

2.5 Analise Estatistica

Anélise por meio do teste de Kruskal-
Wallis (método ndo  paramétrico
empregado na comparagdo de trés ou mais
populacdes) a 5% de significancia,
comparando cada método com o tempo de
hidrolise e Regressio Linear para
comparagdo entre a CLAE e Crioscopia.

3. Resultados e Discussao

Os resultados da andlise de
concentragdo de lactose por CLAE e Indice
Crioscopico foram agrupados na Tabela 1.
Ap6s aplicacdo do teste de Kruskal-Wallis
a 5% de significancia, verificou-se que o
tempo de hidrdlise exerceu influéncia na
concentracdo de lactose no leite avaliado
por HPLC, de tal forma que a concentracgao
de lactose diminuiu com o aumento de
tempo de hidrolise.

Na andlise de crioscopia, o indice
crioscopico foi influenciado pelo tempo de



hidrélise, sendo o primeiro menor quanto
maior for o segundo. No entanto, em
relacdo as quatro repetigdes realizadas,
avaliando indivualmente cada método e no
mesmo tempo de hidrolise, a 5% de
significdncia,  constatou-se  que  0s
resultados sao diferentes estatisticamente.

A utilizagdo da crioscopia como
medida indireta da hidrélise de lactose tem
sido muito difundida na indastria de
laticinios devido as baixas variagdes na
resposta, conforme observado pelo desvio
padrao da Tabela 1, e também por ser um
equipamento ja presente na industria, uma
vez que ¢ uma das analises obrigatoria para
recebimento de leite, conforme legislagdo
brasileira vigente (BRASIL, 2018). Sendo
assim, torna-se economicamente mais
viavel o uso desse recurso, sem
necessidade de custos com implementagdo
e analises de baixo custo e de rapidas
respostas.

Trevisan (2008) realizou um estudo
comparando a andlise de leite com e sem
lactose, sendo empregado as andlises de
pH, acidez (°D), gordura, Extrato Seco
Total (EST) e Extrato Seco
Desengordurado (ESD), proteina, solidos
soluveis, densidade e crioscopia. Para o
ultimo, as amostras sem lactose

apresentaram uma diferenca no indice
crioscopico em mais de 30%, o que
comprovou que a hidrélise da lactose
promove a reducdo significativa do IC.
Essa variacao ¢ decorrente ao aumento dos
agucares redutores no leite hidrolisado,
bem como o consumo de dgua durante a
reacdo. Em contrapartida, as demais
técnicas ndo apresentaram resultados com
variagdes superiores a 5%, o que
inviabiliza o seu uso. O estudo foi
realizado apenas no leite com e sem
lactose, o que diferencia desse presente
trabalho, no qual foi avaliado o IC para
diferentes concentragoes de lactose.

A legislagdo do Brasil estabelece a
quantificagdo de lactose por CLAE como
sendo a metodologia oficial (ISO 9622-
IDF 141), no qual tem sido aceito o uso de
analisadores de infravermelho que utilizam
a cromatografia como parametro de
calibragdo. Silveira et al. (2004) avaliaram
o uso do método por ifravermelho em
comparagdo com o de referéncia (CLAE),
as metodologias ndo  apresentaram
diferenca significava.



Tabela 1
Resultados obtidos da analise de lactose por HPLC e Ponto de Congelamento por Crioscopia.

Repeticio  Tempo de Hidrélise (min)  Lactose (g/100mL)? Ponto de Congelamento ("C)b

4,835 +0,256 -0,525 +0,001
3,535 +0,145 -0,615 +0,001

25 1,596 +0,097 -0,748 +0,001

1 45 0,693 +0,018 -0,820 +0,001
65 0,263 +0,008 -0,852 +0,001

85 0,084 +0,003 -0,863 +0,002

105 0,000 +0,000 -0,873 +0,001

4,401 +0,138 -0,523 +0,001

5 3,533 +0,06 -0,648 +0,001

25 1,690 +0,012 -0,757 +0,001

2 45 0,569 +0,014 -0,809 +0,002
65 0,238 +0,031 -0,831 +0,001

85 0,087 +0,002 -0,842 +0,000

105 0,000 +0,000 -0,853 +0,001

5,323 +0,042 -0,525 +0,001

3,266 +0,002 -0,657 +0,000

25 2,162 0,113 -0,760 +0,001

3 45 1,094 +0,102 -0,803 +0,000
65 0,250 +0,018 -0,829 +0,001

85 0,092 +0,001 -0,846 +0,017

105 0,000 +0,000 -0,875 +0,001

0 4,727 +0,142 -0,524 +0,000

4,078 +0,041 -0,646 +0,001

25 1,845 +0,008 -0,755 +0,000

4 45 0,765 +0,036 -0,792 +0,001
65 0,350 +0,249 -0,824 +0,001

85 0,075 +0,002 -0,852 +0,000

105 0,000 +0,000 -0,865 +0,002

0 4,822 +0,372 -0,524 +0,001

3,584 +0,323 -0,641 +0,016

Média geral 25 1,823 +0,233 -0,755 +0,005
45 0,780 +0,208 -0,806 +0,011

65 0,275 0,117 -0,834 0,011

85 0,085 +0,007 -0,851 +0,011

105 0,000 +0,000 -0,867 +0,009

* Quantificagio de lactose por HPLC
® Ponto de Congelamento por Crioscopia



De acordo com a Tabela 1, pode se
observar que a variacdo da concentracao de
lactose provocou a variagcdo no ponto de
congelamento (PC) do leite, tendo uma
relacdo de linearidade entre ambas. Tronco
(1997) relatou a variagio do Indice
Crioscopico (IC) como proporcional ao
extrato seco, em especial a lactose e
cloretos.

Observa-se também que a hidrdlise
da lactose provoca a diminui¢cao do PC do
leite, tornando tao distante de 0°C (ponto
de congelamente da agua a 1 atm) quanto
menor for a concentragdo de lactose (nesse
caso ocorre o aumento de concentracao dos
monossacarideos glicose e galactose). Tal
verificacao confirma que a crioscopia pode
ser empregada como método indireto para
estimativa do teor de latose. No entanto,
deve se atentar que o leite necessita ser
avaliado antes da hidrélise ou que se tenha
conhecimento que o produto ndo se
encontra adulterado, pois a presenca de
outros componentes, sejam eles sélidos ou
liquidos, irdo interferir nos resultados do
indice crioscopio.

Ainda se tratando da Tabela 1,
verifou-se que os lotes de leite avaliados
apresentaram concentracdes inicias de
lactose diferentes, sendo um ponto
limitante no intercambio dos métodos, pois
seria necessario o estudo do ponto de
congelamento para cada concentracdo de
lactose inicial, haja visto a diferenca
estatistica supracitado. Tronco (1997)
abordou sobre as influéncias que podem
modificar a matéria inicial, sendo a
alimentagdo do animal, periodo de
lactagdo, raga, doengas, processo de
pasteurizagdo, estacdo no ano € nas
condi¢des de conservacao.

As repeticdes realizadas foram
plotadas e apresentas nas Figuras 3-4, bem
com 4 média geral. Esse ultimo foi
apresentado mesmo diante da diferenca
estatistica relatado, pois ainda assim, de
forma menos especifica que os anteriores,
pode se apresentar como estimativa da
concentracao de lactose em leite, uma vez
que foi contemplado uma faixa de

concentracao maior ¢ mais condizente com
a do dia a dia.
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Fig. 1. Regressdo linear dos resultados da repetigdo
I, comparando a resposta do HPLC (g
lactose/100mL de leite) e Crioscopia (°C).
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Fig. 2. Regressdo linear dos resultados da repeticéo
2, comparando a resposta do HPLC (g
lactose/100mL de leite) e Crioscopia (°C).
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Fig. 3. Regressdo linear dos resultados da repeticdo
3, comparando a resposta do HPLC (g
lactose/100mL de leite) e Crioscopia (°C).
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Fig. 4. Regressdo linear dos resultados da repeticéo
4, comparando a resposta do HPLC (g
lactose/100mL de leite) e Crioscopia (°C).
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Fig. 5. Regressao linear dos resultados da média
das quatro repeticdes, comparando a resposta do
HPLC (g lactose/100mL de leite) e Crioscopia (°C).

Por aplicagao do teste de Kruskal-
Wallis, a 5% de significancia, os valores de
ponto de congelamento ndo variaram apos
65 minutos de hidrdlise, ou seja, a
crioscopia perde sensibilidade para leites
com baixas concentragoes de lactose.
Desse modo, nessas condigdes, a
crioscopia nao deve ser utilizada com o
objetivo de avaliar a lactose residual, pois
ndo atende aos preceitos da legislagdo
vigente para produtos com baixo teor de
lactose ou isentos.

4. Conclusao

No desenvolvimento e andlise desses
alimentos, a quantificdo de lactose pelo
método indireto de crioscopia pode ser
usado quando existe a presencga da lactose
em altas concentragdes, para baixas
concentragdes (abaixo de 0,5%) ela nao
apresenta um valor exato. Sendo assim,
recomenda-se a andlise por outros
métodos, como o HPLC.
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