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RESUMO

O leite UHT (do inglés, ultra-high temperature) é o principal representante comercial
da categoria de lacteos isentos de lactose, frequentemente denominados “hidrolisados”. A
viabilizacdo de um método analitico para monitorar o processo termico UHT e de hidrélise da
lactose torna-se necessario tanto para a industria, pois permite padronizacdo e reducdo de
custos, bem como para os 6rgdos fiscalizadores, para verificar a adequacdo do produto a
legislacdo vigente. Esta tese teve como objetivo principal aperfeicoar e aplicar o método por
eletroforese capilar de zona com deteccédo indireta no ultravioleta (CZE-UV) em leite UHT
convencional (teor regular de lactose — REG) e hidrolisado (lactose hidrolisada — LH) para
monitorar ambos 0s processamentos térmico e de hidrélise enzimatica da lactose mediante a
determinacdo dos isémeros lactulose e lactose, respectivamente. Para isso, a otimizacdo de
parametros instrumentais como pressao de injecéo, tensao aplicada e temperatura, assim como
diferentes preparos de amostra com agentes acidos e organicos foram avaliados. Limites de
quantificacdo de 9,4 mg 100 mL™* e 0,024 g 100 mL™ para lactulose e lactose,
respectivamente, variabilidade intralaboratorial de 0,83 a 3,60 % e faixa de recuperacdo entre
86 e 102 % foram obtidos. O aprimoramento do preparo da amostra empregando-se o acido
tricloroacético e o ajuste dos parametros instrumentais permitiram obter uma corrida
eletroforética de 12 minutos. A determinacdo dos isémeros foi alcangada em 116 minutos
utilizando quantificacdo por adicdo de padrdo com unico incremento. Paralelamente, 0s
indicadores térmicos 5-hidroximetil-2-furaldeido (HMF) e indice de nitrogénio de
soroproteina ndo desnaturada (WPNI) também foram avaliados. A reducdo do teor de lactose
por hidrélise enzimatica ndo influenciou o comportamento do indice de WPNI, demonstrando
gue 0 mesmo pode ser utilizado como indicador térmico para as matrizes REG e LH. O leite
LH apresentou indice HMF significativamente maior, podendo ser utilizado para distinguir o
tipo de matriz (teores médios de 13,1 e 42,1 pmol L™ para matriz REG e LH,
respectivamente); enquanto seu teor de lactulose (13,0 mg 100 mL™) foi menor que o
encontrado para o leite REG (35,6 mg 100 mL™). N&o foram observadas diferencas
significativas entre os métodos eletroforético e crioscopico utilizados no monitoramento de
diferentes processos de hidrdlise enzimatica testados em escala laboratorial, embora se tenha
observado maior sensibilidade do método CZE-UV. O aperfeicoamento do método CZE-UV
possibilitou a determinagdo dos isdmeros lactulose e lactose. Portanto, este método pode ser
aplicado para monitorar o processamento térmico UHT, principalmente de leite REG e como



ferramenta para fiscalizacdo e avaliacdo do processo de hidrélise enzimética para producéo de
leite LH.

Palavras-chave: Lactulose. Lactose. Leite UHT. Tratamento térmico. Lactose hidrolisada.
Lactase. Eletroforese capilar.



ABSTRACT

The UHT (ultra-high temperature) milk is the main product in the lactose-free dairy
category, also known as “lactose-hydrolysed”. The feasibility of an analytical method for
monitoring the UHT and lactose hydrolysis processes is necessary for both the industry, as it
allows standardization and cost reduction, as well as for the regulatory agencies, to verify the
adequacy of the product in the current legislation. The main goal of this thesis was to optimize
and apply the capillary zone electrophoresis with indirect detection at ultraviolet region (CZE-
UV) for conventional UHT (regular content of lactose — REG) and lactose-hydrolysed (LH)
milk to monitoring the UHT process and the enzymatic hydrolysis of lactose by determining
lactulose and lactose isomers, respectively. For this, the optimization of instrumental
parameters such as injection pressure, applied tension and temperature, as well as different
sample preparations using acidic and organic agents were done. Quantification limits of 9.4
mg 100 mL™* and 0.024 g 100 mL™ for lactulose and lactose, respectively, intra-laboratory
variability from 0.83 to 3.60% and recovery range between 86 and 102% were obtained. The
improvement of sample preparation using trichloroacetic acid, as well as the adjustment of the
instrumental parameters provided an electrophoretic run of 12 minutes. The determination of
the isomers was achieved in 116 minutes using the single point standard addition
quantification method. At the same time, the thermal indicators 5-hydroxylmethyl-2-
furaldehyde (HMF) and the Whey Protein Nitrogen Index (WPNI) were also assessed by
spectrophotometry and turbidimetry, respectively. The low lactose content of LH milk did not
influence the WPNI index profile, and it can be used as a thermal indicator for REG and LH
matrices. The HMF index was significantly higher in LH milk, and can distinguish the type of
matrix (13.1 and 41.1 pmol L, for REG and LH milk, respectively). LH samples showed
lower lactulose levels than REG ones (13.0 and 35.6 mg 100 mL™, respectively). There were
no differences between the electrophoretic and cryoscopic methods used to monitor in batch
and aseptic hydrolysis processes, despite the CZE-UV method be ore sensitive. The
optimization of the CZE-UV method allowed determining the lactulose and lactose isomers.
Therefore, this method can be applied to monitor the UHT thermal processing, mainly for
REG milk, and as a tool for inspection and control of the enzymatic hydrolysis process for LH

milk.

Keywords: Lactulose. Lactose. UHT milk. Thermal treatment. Lactose-hydrolysed. Lactase.

Capillary electrophoresis.
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1 INTRODUCAO GERAL

O leite é considerado um alimento rico em macro e micronutrientes como gordura,
proteinas e carboidratos e, vitaminas e minerais, respectivamente. Esse alimento se destaca
ndo somente por sua diversidade de nutrientes, mas também pela interagdo e
biodisponibilidade existente entre eles (SWAISGOOD, 2008).

O consumo de leite de vaca por humanos, assim como de outros mamiferos como
bafalas, cabras e ovelhas, remonta a Antiguidade com evidéncia de domesticacdo desses
animais por volta de 2000 aC (WOLF; BRAY; POPKIN, 2008). Atualmente, o Guia
Alimentar Brasileiro descreve o consumo de leite e derivados como parte de uma dieta
balanceada e saudavel, destacando-o como alimento fonte de calcio (BRASIL, 2014). A
Organizacdo Mundial da Saude sugere uma Ingestdo Dietética de Referéncia (DRI — do
inglés, Dietary Reference Intakes) média de 1000 mg/dia de célcio para adultos entre 19 e 51
anos (MAHAN; ESCOTT-STUMP; RAYMOND, 2012). Considerando um teor médio de 117
mg 100 g’ desse micronutriente no leite de vaca (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS,
2006a), o consumo de apenas um copo de leite (200 mL) é capaz de fornecer 23 % da DRI
para o individuo adulto.

Nos ultimos 10 anos, a influéncia benéfica da ingestdo de leite e leite fermentado tem
sido objeto de estudo de inumeros pesquisadores, 0s quais verificam a acdo desses produtos
na reducdo da ocorréncia de doencas cardiovasculares (BHUPATHI et al., 2020; GUO et al.,
2017), obesidade (KRATZ; BAARS; GUYENET, 2013; WANG; WU; ZHANG, 2016),
diabetes mellitus tipo 2 (ALVAREZ-BUENO et al., 2019; AUNE et al., 2013) e sindrome
metabolica (KIM, 2013; MCGREGOR; POPPITT, 2013). No entanto, os efeitos dos produtos
lacteos com alto e baixo teor de gordura ainda sdo controversos e necessitam de investigacéo
mais aprofundada (HUTH; PARK, 2012; WILLETT; LUDWIG, 2020).

Economicamente, a India lidera o ranking de maior produtor de leite do mundo
enguanto o Brasil ocupa o quinto lugar, atras da Unido Europeia, Estados Unidos e Paquistdo
(FAO, 2020). A producdo mundial de leite de vaca atingiu 81 % de todo mercado leiteiro em
2018, considerando os leites de bdfala, cabra, ovelha e camela, e apresenta uma previsao de
crescimento de 1,7 % ao ano até 2028, despontando das outras principais comaodites
agropecuérias (OECD/FAO, 2019). No cenario nacional, o setor de lacteos é o segundo
seguimento mais importante da inddstria de alimentos, ficando atrés apenas do departamento

de carnes e derivados, conforme os ultimos dados coletados (SIQUEIRA, 2019). Nesse
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contexto, atualmente o leite UHT (do inglés, ultra high temperature), ou leite Longa Vida,
representa um ter¢o do volume total do leite processado no Brasil, sendo o produto lacteo
mais consumido no pais (EMBRAPA, 2019).

Recentemente tem-se observado uma significativa mudanca no estilo de vida da
populagéo ao redor de todo o mundo, caracterizada pela busca por melhor qualidade de vida e
diretamente relacionada ao aumento da préatica de atividade fisica e consumo de produtos
considerados mais saudaveis. Esse novo perfil comportamental em expansdo impulsiona o
mercado de organicos e de produtos especiais como, por exemplo, os produtos livres de
glaten, lactose e/ou gorduras trans. Paralelo a essa realidade, observa-se a grande incidéncia
de individuos que expressam algum grau de intolerdncia a lactose e que sentem grande
desconforto ao ingerir produtos lacteos (DEKKER; KOENDERS; BRUINS, 2019). Diante
deste panorama, o setor lacteo tem apostado no desenvolvimento de produtos com reducéo ou
excluséo total de lactose, categoria na qual o leite UHT se mantém em destaque como o
produto de maior produgéo, pois pode ser consumido diretamente ou utilizado em diferentes
preparacdes culinarias (EMBRAPA, 2019).

Considerando a importancia impar do leite UHT no mercado nacional, esfor¢os sao
necessarios para que haja um controle do processamento térmico, visando a manutencao das
caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais, bem como do processo de reducdo ou exclusao
da lactose, objetivando garantir o atendimento & legislacéo vigente.

No que tange ao monitoramento do tratamento térmico, compostos quimicos
modificados ou gerados pela acdo do calor, denominados indicadores térmicos, Ssao
frequentemente utilizados como parametro de classificacdo do tipo de processamento térmico
e auxiliam na estimativa da severidade do aquecimento (FEINBERG et al., 2006). Ademais,
os indicadores configuram importante papel na identificacdo da ocorréncia de superexposicao
do produto ao calor, contribuindo para a padronizagéo do processo e manutencdo da qualidade
fisica, sensorial e nutricional do produto, embora ainda ndo haja limites legais estabelecidos.
Uma grande variedade de métodos para determinacdo de diferentes indicadores térmicos
encontra-se disponivel na literatura (MESHRAM; SHAKEEL; SHAIKH, 2018), no entanto,
procedimentos laboriosos inviabilizam sua aplicagdo como métodos de rotina. Tem-se
observado uma expansdo da aplicacdo da eletroforese capilar de zona (CZE - do inglés,
capillary zone electrophoresis) devido ao seu baixo consumo de solventes organicos, pequeno
volume amostral, baixa geracdo de residuos e uso de coluna capilar, encontrando-se em
acordo com os principios da quimica verde (MARTINEZ MONTERO et al., 2004). Em um

estudo prévio, otimizamos um meétodo analitico para determinacdo do indicador térmico
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lactulose em leite UHT utilizando eletroforese capilar de zona com detec¢éo indireta na regido
do ultravioleta (CZE-UV — do inglés, capillary zone electrophoresis under indirect detection)
(NEVES, 2015), baseado em estudo proposto por Soga e Serwe (2000).

Quanto ao monitoramento do processo de producdo dos lacteos isentos ou reduzidos
de lactose (também conhecidos como “produtos hidrolisados™), os métodos oficiais
atualmente disponiveis para quantificagdo da lactose, como por exemplo, métodos
enzimaticos e cromatografia a liquido, ndo apresentam sensibilidade para quantificacdo da
lactose residual nos limites legais estabelecidos para essa nova classe de produto (TRANI et
al., 2017). Embora haja a necessidade do desenvolvimento de métodos ou da otimizacdo de
técnicas ja existentes para quantificacdo de lactose em leites hidrolisados, poucos métodos
analiticos aplicaveis a esse grupo de produtos sdo abordados na literatura (CHURAKOVA et
al.,, 2019) e em sua maioria sdo invidveis para aplicacdo na rotina de controle e
monitoramento. Portanto, torna-se extremamente importante e necessario viabilizar métodos
com sensibilidade e especificidade suficiente para os setores produtivo e de regulagéo, a fim
de corroborar com o controle de qualidade, padronizacdo dos produtos e garantia de
seguranca do consumidor.

Nesse contexto, a disponibilizagdo de um método analitico para avaliacdo tanto do
processamento térmico quanto do processo de reducdo da lactose apresenta carater inovador e
se torna bastante interessante sendo, portanto, o foco principal desta tese. Para o
monitoramento do tratamento térmico UHT, a lactulose foi o composto selecionado, enquanto
o0 processo de reducdo da lactose foi avaliado pela quantificacdo do residual de lactose. O
método CZE-UV previamente otimizado por Neves (2015) para matriz lactea foi selecionado
para a determinacdo dos compostos lactulose e lactose devido tamanha versatilidade. Como
principais desafios, temos a similaridade quimica dos carboidratos lactulose e lactose,
isdbmeros funcionais, e a discrepancia em suas concentragdes de ocorréncia considerando as
diferentes matrizes lacteas a serem abordadas, sendo elas: leite convencional (com teor
regular de lactose) e leite hidrolisado (com teor reduzido de lactose).

Paralelamente, abordamos também a avaliagdo dos indicadores térmicos 5-
hidroximetil-2-furaldeido (HMF) e o indice de nitrogénio de soroproteina ndo desnaturada
(WPNI — do inglés, whey protein nitrogen index) em leite convencional e hidrolisado,
empregando-se métodos classicos por espectrofotometria e turbidimetria, respectivamente.
Por fim, um estudo comparativo entre a CZE-UV e a crioscopia também foi realizado, com o
método crioscopico sendo a abordagem cléssica atualmente utilizada no monitoramento do

processo de hidrolise da lactose para a fabricacdo de leites hidrolisados.
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1.1 OBJETIVOS

O objetivo central do trabalho foi aperfeicoar e aplicar o método por CZE-UV em leite
UHT convencional e hidrolisado para a avaliacdo dos processamentos térmico e hidrolise
enzimética da lactose mediante a determinacdo dos isémeros lactulose e lactose,

respectivamente.

1.1.1 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos desta tese serdo tratados em secBes separadas de acordo com
a cronologia de execucéo e sédo caracterizados pelas seguintes etapas:

a) avaliar aplicacdo do método eletroforético para determinagdo dos isémeros
lactulose e lactose em leite UHT convencional e validar o método para
quantificacdo de lactose;

b) otimizar o método proposto por CZE-UV para determinacdo de lactulose e
lactose em diferentes matrizes de leite UHT (convencional e hidrolisado);

c) avaliar o comportamento dos indicadores térmicos HMF e WPNI em leite UHT
hidrolisado, utilizando métodos classicos por espectrofotometria e
turbidimetria, respectivamente;

d) aplicar o método eletroforético proposto no monitoramento de dois principais
processos de hidrdlise enzimatica (asséptica e por batelada), industrialmente
utilizados para producdo de leites com teor reduzido de lactose e compara-lo

com o0 método crioscopico usual.

A abordagem dos objetivos especificos em se¢des distintas se deu visando facilitar o
entendimento do leitor visto que cada etapa contou com estudos distintos para otimizagao do
método eletroforético e aplicacdo para determinacdo de diferentes analitos (lactose e

lactulose) em diferentes matrizes amostrais (leite convencional e leite hidrolisado).

1.2 REFERENCIAL TEORICO

Nesta secdo abordamos alguns topicos relevantes para contextualizacdo dos aspectos
fisico-quimicos e de processamento do leite UHT, juntamente com os métodos atualmente
disponiveis para determinagéo de lactose e dos indicadores térmicos: lactulose, HMF e WPNI.
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Além disso, também descrevemos 0s conceitos bésicos das principais técnicas analiticas

utilizadas no presente trabalho.

1.2.1 Leite

O leite é uma disperséo coloidal complexa contendo glébulos de gordura, proteinas do
soro e micelas de caseina em uma solucdo aquosa de lactose, minerais e alguns outros
compostos minoritarios. O leite de vaca apresenta uma composi¢do quimica média de 87 % de
agua e 13 % de solidos totais subdivididos em: 4,6 % de lactose, 3,3 % de proteinas com 2,6
% relativos as caseinas, 4,0 % de gordura e 1,1 % de sais. Vitaminas também estdo presentes,
ainda que em pequenas quantidades, como a riboflavina, o acido ascérbico e as vitaminas
lipossoluveis (A, D, E e K) associadas aos globulos de gordura (WALSTRA; WOUTERS;
GEURTS, 2006b).

1.2.1.1 Aspectos fisico-quimicos

As propriedades fisicas e quimicas do leite dependem de fatores estruturais e
composicionais intrinsecos a sua biossintese, bem como de fatores extrinsecos como
temperatura e tratamentos pos-ordenha. A medicdo de algumas dessas propriedades como, por
exemplo, acidez titulavel, pH, densidade, viscosidade e ponto de congelamento permite
avaliar a qualidade do leite e monitorar algumas etapas de processamento (MCCARTHY;
SINGH, 2009; SHIPE, 1959).

O ponto de congelamento (ou indice crioscdpico) do leite € uma propriedade associada
a concentracdo dos solidos sollveis presentes em sua composicdo e baseia-se na lei de Raoult,
a qual estabelece que a adicdo de um soluto soltvel ndo volatil a qualquer solvente gera a
diminuicdo do ponto de congelamento da solucdo. Lactose, sais de cloreto e outros
constituintes solGveis em agua (como célcio, potassio, magnésio, lactato, fosfato e citrato) séo
0s principais responsaveis pelo indice crioscopico do leite com uma contribuicdo de 55, 25 e
20 %, respectivamente, nessa propriedade fisica. Enquanto gordura e proteinas nao
apresentam efeito mensuravel no indice crioscopico do leite (MCCARTHY; SINGH, 2009).

Uma das principais caracteristicas do ponto de congelamento do leite é sua estreita
faixa de variabilidade, devido ao eficiente equilibrio osmoético existente entre o leite e 0
sangue do animal durante todo o periodo de lactacdo. No entanto, por apresentar relacdo
direta com o sangue, o ponto de congelamento pode ser influenciado por fatores ambientais de
manejo e raca, incluindo estagio de lactacdo, incidéncia de mastite subclinica, nutricdo e

aporte de 4gua animal, condi¢es climaticas, além de aspectos regionais e sazonais (HENNO
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et al., 2008; ZAGORSKA,; CIPROVICA, 2013). Variagdes de -0,512 a -0,550 °C do indice
crioscopico para o leite bovino (ou, em graus Hortvet (°H), de -0,530 a -0,569 °H) séo
reportadas na literatura (MCCARTHY; SINGH, 2009). Por outro lado, de acordo com a
legislacdo brasileira, 0 ponto de congelamento do leite cru refrigerado deve apresentar-se
entre -0,512 e -0,536 °C (ou de -0,530 a -0,555 °H) (BRASIL, 2018a).

1.2.1.2 Lactose

O teor de lactose do leite de vaca pode variar de 3,8 a 5,3 % dependendo da raca do
animal, periodo de lactacdo e manejo, e € uma das principais fontes de energia rapida, sendo
responsavel por fornecer 30 % do valor calérico do leite (WALSTRA; WOUTERS;
GEURTS, 2006b). Do ponto de vista nutricional, o leite pode ser considerado o Unico
alimento fonte de lactose, visto que é o principal alimento na natureza que fornece tal
carboidrato. Além de fornecer energia, a lactose auxilia nos processos de absorcao de célcio,
magnésio, fésforo e na utilizacdo da vitamina D (FOX, 2009).

1.2.1.2.1 Caracteristicas quimicas

A lactose (O-B-D-galactopiranosil-(1—4)-a-D-glicopiranose) € um dissacarideo
composto por uma molécula de glicose e uma molécula de galactose unidas por uma ligacao
glicosidica entre o carbono 1 da galactose e o carbono 4 da glicose, denominada ligagado -1,4
(&tomos em verde na Figura 1.1). Assim como outros acgUcares redutores quando em meio
aquoso, a lactose existe em equilibrio com sua forma de cadeia aberta e com a estrutura em
anel (piranose). A formacdo da estrutura hemiacetal, via ciclizagdo, cria um novo centro
quiral que pode existir como dois isdmeros (anomeros): a. ou B (Figura 1.1). Em meio aquoso,
os andbmeros podem se interconverter mediante abertura da cadeia e retorno para a fase
ciclica, num processo conhecido como mutarrotagdo (FOX, 2009). Os andmeros o ¢ 3
apresentam propriedades fisicas diferentes, sendo as principais a rotacdo especifica do plano
de luz polarizada (+ 89° e + 35° para a- e -lactose, respectivamente) e a solubilidade (70 e
500 g L™ para a- e p-lactose, respectivamente). Essa grande variacéo de solubilidade entre os
andmeros pode ocasionar problemas relacionados a maior propenséo a cristalizacdo da fracdo
de a-lactose podendo ocasionar, por exemplo, uma textura indesejavel em produtos

concentrados como leite condensado e reducao da solubilidade em leite em p6 (TAN, 2009).
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Figura 1.1 — Estrutura molecular dos andmeros o- e B-lactose

o—lactose B—lactose

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
Atomos externos ao anel piranosidico e ligados diretamente ao carbono anomérico encontram-se
destacados em vermelho. Atomos envolvidos na ligacao glicosidica estdo destacados em verde.

A lactose apresenta aspectos tecnoldgicos importantes para a inddstria lactea, como
por exemplo, ser fonte de carbono para bactérias acido-laticas promovendo o sabor
caracteristico de produtos fermentados como o iogurte, e participar efetivamente da reacao de
Maillard, devido a sua caracteristica de agucar redutor, fornecendo caracteristicas fisicas e
sensoriais desejaveis a produtos como o doce de leite. Ademais, esse dissacarideo também é
amplamente utilizado na industria farmacéutica, como veiculo de farmacos, e na indudstria
panificadora como ingrediente (PATERSON, 2009).

1.2.1.2.2 Problemas nutricionais associados a lactose

O metabolismo da lactose baseia-se inicialmente em sua hidrolise enzimatica pela acdo
da B-galactosidase (conhecida como lactase) presente nas microvilosidades da parede
intestinal. A enzima atua sob a ligacdo glicosidica do dissacarideo liberando residuos de
glicose e galactose, os quais serdo efetivamente absorvidos pelo intestino delgado e
metabolizados gerando energia (MISSELWITZ et al., 2013). A atividade enzimatica da
lactase tende a diminuir significativamente apds o desmame, porém, em humanos observa-se
a manutencéo dessa atividade enzimatica em diferentes niveis (PARKER; WATSON, 2017).
Por exemplo, os individuos podem expressar a deficiéncia de producédo da lactase apos efetivo
desmame (conhecidos como “lactase ndo persistente” - grupo caracterizado por individuos
que perdem a capacidade de producédo de lactase durante sua vida, desenvolvendo a chamada
hipolactasia primaria) ou podem apresentar auséncia de sua producdo ao longo de toda sua
vida (individuos que nascem com auséncia de producdo de lactase - condigdo extremamente
rara, conhecida como alactasia congénita). Aqueles individuos que mantém uma boa digestdo

de lactose ao longo de sua vida sdo denominados “lactase persistentes”. Os niveis de lactase
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também podem sofrer redugdo mediante ocorréncia de danos na parede intestinal causados
por doengas gastrointestinais, gerando a hipolactasia secundéria, comumente reversivel
(PARKER; WATSON, 2017).

Nos Gltimos 20 anos, pesquisadores demonstraram que a taxa de nao persisténcia da
lactase tende a variar de acordo com caracteristicas genéticas associadas a etnia, de forma que
0s paises asiaticos exibem uma taxa de intolerancia de quase 100 %, ao passo que paises da
América do Sul e Africa apresentam mais de 50 % de incidéncia de intolerancia a lactose; por
outro lado, menos de 20 % dos norte-americanos e europeus apresentam essa anomalia
(LOMER; PARKES; SANDERSON, 2008; MISSELWITZ et al., 2013). A estimativa recente
reportada por alguns autores é de que aproximadamente 70 % da popula¢do mundial apresente
algum grau de intolerancia a lactose com desenvolvimento de sintomas gastrointestinais como
diarreia, dor abdominal e gases (FORSGARD, 2019; PARKER; WATSON, 2017).

Alternativas tecnoldgicas para reducdo do teor de lactose do leite e de seus derivados
tém sido desenvolvidas, baseando-se na remocao fisica da lactose (por meio de membranas ou
métodos cromatogréaficos) ou na hidrdlise da molécula (por via &cida ou enzimatica). No setor
alimenticio, a hidrolise enzimatica é o principal método utilizado para a producdo de leites
com teor reduzido de lactose através da adi¢do de [-galactosidase. Esse processo pode ser
conduzido utilizando um biorreator contendo lactase imobilizada em resina, no qual a enzima
pode ser recuperada e reutilizada; ou através da adicdo de lactase soltvel e livre ao leite
seguida por incubacdo do sistema. O processo envolvendo adi¢do da enzima livre € 0 mais
usado atualmente para producdo de leites para consumo direto (como o leite UHT), pois
apresenta melhor viabilidade econémica dentre as possibilidades industriais disponiveis
(HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012).

A enzima utilizada no processo industrial de hidrdlise da lactose pode ser isolada de
diferentes fontes como micro-organismos (bactérias, fungos e leveduras), animais e plantas.
Os micro-organismos sao as principais fontes de extracdo devido a maior viabilidade
econbmica, mas necessitam de um certificado de seguranca alimentar (GRAS — do inglés,
Generally Recognized as Safe). As caracteristicas fisico-quimicas da enzima, como pH e
temperatura 6timos, estdo atreladas ao tipo de micro-organismo de origem (DEKKER, 2016).
Nesse sentido, a levedura Kluyveromyces lactis (K. lactis) torna-se a principal fonte de lactase
para producéo de leite para consumo direto, pois apresenta uma faixa 6tima de pH entre 6,0 e
7,0 enquadrando-se no pH médio desse tipo de produto (HORNER et al., 2011).
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1.2.2 Leite Hidrolisado

Dentre os produtos isentos ou reduzidos de lactose atualmente disponiveis, destacam-
se os leites fluidos para consumo direto, também conhecidos como “leites hidrolisados™ por
serem submetidos ao processo de hidrdlise enzimatica.

Na industria, a etapa de hidrolise enzimatica pode ser executada por meio de duas
principais rotas de processamento: por batelada ou em condi¢des assépticas. No processo por
batelada, a enzima é adicionada ao leite pasteurizado em um tanque de estocagem mantido
refrigerado (geralmente entre 4 — 8 °C), com homogeneizagdo lenta e constante. Nesse
processo, a degradacdo da lactose € constantemente monitorada ao longo do periodo de
incubacdo até que o nivel de hidrélise desejado seja alcancado. A hidrolise asséptica, por sua
vez, é utilizada somente para leites submetidos ao tratamento térmico UHT. Esse processo é
caracterizado pela adicdo de lactase estéril ao leite durante a etapa de envase asséptico. Dessa
forma, a hidrdlise da lactose ocorre dentro da embalagem do produto durante o periodo de
quarentena (aproximadamente 3 dias) e a temperatura ambiente. O monitoramento da
degradacdo da lactose € realizado por amostragem representativa do lote, ap6s o periodo de
quarentena, a fim de confirmar a reducdo do conteido de lactose no produto final. E
importante destacar que ao adotar o processo de hidrolise asséptica, a enzima adicionada é
considerada ingrediente e, portanto, deve ser mencionada como tal no rétulo do produto. Ja no
processo por batelada, como a lactase é inativada durante o tratamento térmico, a legislacéo
ndo prevé sua inclusdo como ingrediente na rotulagem do produto final (DEKKER;
KOENDERS; BRUINS, 2019).

A Agéncia de Seguranca Alimentar Europeia (EFSA — do inglés, European Food
Safety Agency) e a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Brasil estabelecem uma
concentracdo maxima de lactose de 0,1 g 100 mL™ para que o produto receba a classificacéo
“isento de lactose” ou similar (BRASIL, 2017; EFSA, 2010). A ANVISA determina ainda
uma faixa de concentracdo de lactose variando de 0,1 a 1,0 g 100 mL™ para produtos
classificados como “baixo teor de lactose” ou “lactose reduzida”. Por outro lado, a Agéncia
Federal de Seguranca Alimentar dos Estados Unidos (FDA - do inglés, Food and Drug
Administration) propde que produtos com a classificacdo “isento de lactose” ndo podem
conter esse dissacarideo em sua composi¢do, devendo haver sua exclusdo completa do
alimento (FDA, 2009).

Desde o inicio dos anos 2010 verifica-se 0 uso de técnicas como a cromatografia
gasosa (IDDA et al., 2016), cromatografia liquida (ERICH; ANZMANN; FISCHER, 2012;
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GARBALLO-RUBIO et al., 2017), cromatografia de troca idnica (VAN SCHEPPINGEN et
al., 2017), ressonancia magnética nuclear (MONAKHOVA et al., 2012) e ainda o uso de
biosensores (CONZUELDO et al., 2010) na tentativa de fornecer métodos analiticos com niveis
de deteccdo capazes de serem aplicados em produtos lacteos hidrolisados. No Brasil, as
indUstrias tem utilizado a metodologia por crioscopia para estimar o nivel de hidrolise

alcancado devido a praticidade e ao baixo custo da técnica.

1.2.3 Processamento Térmico do Leite

O tratamento térmico em alimentos objetiva a eliminacédo total dos micro-organismos
patogénicos e a reducdo, ou eliminacdo, da carga bacteriana deterioradora (ndo patogénica)
inicial, podendo ocorrer variacdo da taxa de reducdo de acordo com o tipo de processamento
utilizado. A classificacdo dos tratamentos térmicos adotados pelo setor lacteo geralmente é
baseada na taxa de mortalidade dos micro-organismos e na inativacdo enzimatica, dentre o0s
quais se destacam a pasteurizacgdo (lenta: 63-65 °C/30 min, rapida: 72 — 75 °C/15-20 s ou ultra
pasteurizacdo: 85 °C/20 s) e a esteriliza¢do (por batelada: 110 — 115 °C/30 min, ou por fluxo
continuo: 130 — 145 °C/2 — 4 s) (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006c). O sistema de
esterilizacdo continuo é conhecido como sistema ultra-alta temperatura (UAT) ou em inglés,
UHT.

1.2.3.1 Leite UHT

No Brasil, 0 Regulamento Técnico para Fixacdo de Identidade e Qualidade do Leite
UAT ou UHT, estabelecido pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, define
leite UHT como “leite homogeneizado submetido a temperatura entre 130 — 150 °C durante 2
a 4 segundos, mediante um processo térmico de fluxo continuo, imediatamente resfriado a
uma temperatura inferior a 32 °C e envasado sob condicdes assepticas em embalagens estéreis
e hermeticamente fechadas” (BRASIL, 1997).

Tradicionalmente, o processamento UHT ¢é caracterizado pelas etapas de pré-
aquecimento, aquecimento, esterilizacdo, resfriamento e envase asseptico (DATTA et al.,
2002). As combinacbes de tempo e temperatura utilizadas na etapa de esterilizagdo sao
selecionadas objetivando a inativagio do Bacillus stearothermophilus (WALSTRA,
WOUTERS; GEURTS, 2006c) e podem ser executadas empregando-se diferentes tipos de
trocador de calor, os quais irdo definir efetivamente o tipo de processamento UHT (direto ou

indireto). O processamento UHT indireto é caracterizado pelo uso de trocadores de calor



36

tubulares ou a placas, no qual o meio de aquecimento (agua ou vapor) e o produto ndo entram
em contato fisico direto. No sistema UHT direto, o produto é misturado ao meio de
aquecimento (vapor sanitario) por injecdo de vapor (vapor injetado diretamente no produto
por bico de injecdo) ou por infusdo de vapor (produto € introduzido numa camara de vapor)
(SILVA, 2004). Em ambos os sistemas UHT as etapas de pré-aquecimento e resfriamento
final sdo realizadas em trocador de calor indireto, sendo que no processo direto o produto é
resfriado instantaneamente em camara de vacuo, seguido de resfriamento adicional indireto
até atingir a temperatura de envase.

A aplicacdo do tratamento térmico UHT ao leite proporciona como principais
vantagens, quando comparado ao tradicional processo de pasteurizacdo, transporte e
armazenamento a temperatura ambiente além de um periodo de comercializacdo mais extenso
(podendo apresentar até 6 meses de validade). No entanto, uma superexposic¢ao do produto ao
aquecimento pode intensificar modificaces quimicas e fisicas comprometendo seu valor
nutricional e sua estabilidade fisica durante o periodo de comercializacdo. Portanto, a
disponibilizacdo de recursos analiticos para monitorar a intensidade do tratamento térmico
torna-se essencial para padronizacdo do produto e manutencdo de sua integridade fisica,

quimica e nutricional.

1.2.3.2 Indicadores de tratamento térmico

Os indicadores de tratamento térmico podem ser do Tipo 1, quando se trata de
compostos modificados pela acdo do calor, relacionados a reacGes de desnaturacdo e
inativacdo de substancias termossensiveis; ou do Tipo 2, relacionados a novos compostos
formados durante o processamento, como produtos da reacdo de Maillard e lactulose
(ELLIOTT et al., 2003).

Embora ainda nédo exista legislacdo vigente para os indicadores térmicos, a Federagdo
Internacional de Laticinios (IDF — do inglés, International Dairy Federation) sugere o uso da
lactulose e da B-lactoglobulina (B-lg) para 0 monitoramento do processamento téermico de
lacteos (ELLIOTT et al., 2005). No entanto, outros indicadores como a furosina e 0 HMF,
ambos associados a reagdo de Maillard também s&o amplamente estudados e utilizados para
inferir sobre a severidade do tratamento térmico (BIGNARDI; CAVAZZA; CORRADINI,
2012; ERBERSDOBLER; SOMOZA, 2007; FERRER et al., 2000; MORALES; ROMERO;
JIMENEZ-PEREZ, 2000; MORTIER et al., 2000) e sobre as condi¢des de estocagem do
produto (CATTANEO; MASOTTI; PELLEGRINO, 2008; SUNDS et al., 2018). Além dos
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produtos da reacdo de Maillard, o indice de WPNI é frequente utilizado para monitorar o
tratamento térmico como alternativa a determinagdo da B-lg, principalmente em lacteos
desidratados (MORTIER et al., 2000).

1.2.3.2.1 Lactulose

A lactulose € um dissacarideo formado por uma molécula de galactose e uma molécula
de frutose unidas entre si por meio de uma ligacdo glicosidica B-1,4, cuja estrutura molecular
é denominada O-B-D-galactopiranosil-(1—4)-D-frutofuranose e pode ser verificada na Figura
1.2.

Figura 1.2 — Estrutura molecular da lactulose

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Atomos externos ao anel furanosidico e ligados diretamente ao carbono
anomérico encontram-se destacados em vermelho. Atomos envolvidos na
ligacdo glicosidica estdo destacados em verde.

A ligagdo glicosidica presente na lactulose ndo é capaz de ser hidrolisada pelas
enzimas digestivas da maioria dos mamiferos e, portanto, se apresenta intacta no intestino
delgado. Como resultado, a lactulose é fermentada no intestino grosso por inUmeras bactérias
(principalmente do género Bifidobacteria sp.) reduzindo o tempo de transito intestinal dentre
outros beneficios (PANESAR; KUMARI, 2011).

A lactulose & um isémero da lactose, cuja reacdo de isomerizacdo ocorre via
epimerizacdo no carbono 2 do residuo de glicose, seguida por sua transformacdo em frutose.
Esse processo tem sido estudado desde a década de 1930 e, segundo Adachi e Patton (1961),
0 mesmo se da preferencialmente via transformagdo de Lobrey de Bruyn-Alberda van
Ekenstein (ou transformacdo de LA). A reagdo é caracterizada pelo rearranjo do residuo de

glicose com modificacdo do grupo funcional de aldeido para cetona, via formacdo de 1,2-
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enediol (AIDER; HALLEUX, 2007; BERG, 1993), caracterizando uma isomeria de fungéo,

como mostrado na Figura 1.3.

Figura 1.3 — Isomerizagdo da lactose em lactulose via transformacao de Lobrey de Bruyn-

Alberda van Ekenstein

Lactose

HO. .
o OH T
6
5 H HO A2 =—— VR EE
2 1 HO e}
o

H

Lactulose 1,2-enediol

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
Atomos em azul participam efetivamente da isomerizacdo, 4tomos em verde participam da etapa de
ciclizacdo do acgucar.

Durante o processamento térmico do leite as reacGes do tipo LA sdo favorecidas em
decorréncia do aumento do pH do meio, devido & presenca de grupos amino livres
provenientes de aminoacidos e também de alguns sais (BERG, 1993; OLANO; CALVO,
1989). Dentre as principais vantagens em se utilizar a lactulose como indicador térmico tem-
se o fato desse dissacarideo nao ocorrer naturalmente no leite, sendo formado apenas quando
0 produto é submetido ao calor (CHAVEZ-SERVIN; CASTELLOTE; LOPEZ-SABATER,
2004; DE BLOCK et al., 1996), além de se manter estavel ap6s o processamento térmico,

principalmente quando os produtos sdo estocados entre 20 — 25 °C (DATTA et al., 2002;



39

ELLIOTT et al,, 2003, 2005). Entretanto, alguns pesquisadores evidenciaram relativa
modificacdo da concentracdo desse indicador térmico dependendo das condi¢cbes de
estocagem do produto e do tipo de processamento UHT adotado (CATTANEO; MASOTTI,;
ROSI, 2008; FEINBERG et al., 2006).

De acordo com a Comissdo Europeia e a IDF, o processamento UHT pode gerar um
conteido de lactulose variando de 10 a 60 mg 100 mL™ dependendo do tipo de
processamento (se direto ou indireto), enquanto o processo de esterilizacdo tradicional por
batelada fornece concentracdes acima de 60 mg 100 mL™ (ELLIOTT et al., 2005; O’BRIEN,
2009). Diversos autores destacam a lactulose como um dos principais indicadores capaz de
realizar tal distin¢do entre sistemas UHT (CATTANEO; MASOTTI; PELLEGRINO, 2008;
ELLIOTT et al., 2005; LAN et al., 2010; MARCONI et al., 2004; MORALES; ROMERO;
JIMENEZ-PEREZ, 2000).

O maior desafio analitico para a determinacédo de lactulose em leite é a presenca de seu
isbmero funcional, lactose, em grandes concentracfes comparadas a sua concentracdo
produzida durante o aquecimento (média de 4500 mg de lactose e faixa de 10 a 60 mg
lactulose para cada 100 mL de produto). Atualmente, a lactulose pode ser determinada através
de dois métodos de referéncia da International Organization of Standardization (1SO): o
método por cromatografia liquida com deteccdo por indice de refracdo (HPLC-RID — do
inglés, high performance liquid chromatography with refractive index detection) (ISO / IDF,
2007) e 0 método enzimatico com deteccdo espectrofotométrica (ISO / IDF, 2004).

Além dos métodos de referéncia, diferentes metodologias encontram-se disponiveis na
literatura para determinacéo da lactulose como, por exemplo, métodos enzimaticos otimizados
com deteccdo por biosensor eletroquimico (MOSCONE et al., 1999), espectrofotométricos
(AMINE et al., 2000; MARCONI et al., 2004) ou ainda via monitoramento do pH do meio
(LUZZANA et al., 2003). No entanto, os métodos cromatograficos ainda despontam como
principais meios para determinagdo da lactulose em leite tratado termicamente (RITOTA et
al., 2017). A cromatografia liquida é uma das técnicas mais utilizadas e modificadas,
comumente empregando sistemas de deteccdo por indice de refracdo, visto que 0s
carboidratos ndo possuem grupos cromoforos capazes de absorver energia na regido do
ultravioleta-visivel (UV-Vis) (CHAVEZ-SERVIN; CASTELLOTE; LOPEZ-SABATER,
2004; MANZI; PIZZOFERRATO, 2013; MORALES; ROMERO; JIMENEZ-PEREZ, 2000;
NEVES et al., 2017; SILVEIRA et al., 2015). Ademais, o0 uso de detectores por espalhamento
de luz evaporativo (SCHUSTER-WOLFF-BUHRING; MICHEL; HINRICHS, 2011) e da
cromatografia de troca idnica (CATALDI; ANGELOTTI; BUFO, 1999; VAN RIEL;
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OLIEMAN, 1991) também s&o reportados. Alguns autores propdem ainda a cromatografia a
gés como alternativa para quantificacdo de lactulose em leite (MONTILLA; MORENO;
OLANO, 2005; VALERO et al., 2000), entretanto, apesar de apresentar boa sensibilidade, as
longas etapas de derivatizacdo inviabilizam seu uso como técnica de rotina.

A eletroforese capilar pode ser utilizada como uma técnica alternativa de separagdo
para a determinacdo de carboidratos em diferentes matrizes alimenticias (MANTOVANI et
al., 2018). Porém, a existéncia de trabalhos na literatura com a aplicacdo dessa técnica em
matriz lactea é escassa, principalmente quanto a determinacdo de lactulose. Soga e Serwe
(2000) apresentaram um método empregando CZE-UV para separacdo de carboidratos em
diferentes alimentos e bebidas. No entanto, a determinacdo de lactulose em matriz lactea ndo
foi demonstrada, embora o método tenha demonstrado boa separacdo dos isdbmeros lactose e

lactulose em uma mistura de 28 padrdes de carboidratos.

1.2.3.2.2 5-Hidroximetil-2-furfuraldeido

O 5-hidroximetilfurfural ou 5-hidroximetil-2-furaldeido (HMF) é um composto
quimico intermediario da reacdo de Maillard a qual dependente de fatores como atividade de
agua, pH, temperatura e tempo de exposi¢do do produto ao calor (O’BRIEN, 2009). Nesse
sentido, pode-se inferir que a formagdo de HMF no alimento tratado termicamente esta
diretamente relacionada a carga de calor aplicada e, portanto, é frequentemente utilizado
como indicador térmico em matrizes lacteas (MORALES, 2008).

A reacdo de Maillard é uma reacdo de escurecimento ndo-enzimatico que ocorre em
alimentos submetidos a processamentos com temperaturas superiores a 40 °C e cuja
composicdo quimica é caracterizada pela presenca de grupos amino reativos, agucares
redutores e pH entre 6 — 8 (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006c¢). De acordo com Berg
(1993), a reacdo de Maillard pode ser dividida basicamente em trés estagios: inicial,
intermediario e avancado. O estagio inicial é caracterizado pela reacdo de condensagéo entre o
grupo carbonila do agucar redutor e o grupo amino da proteina, em que residuos de lisina e
arginina sdo as principais fontes de grupos amino reativos, culminando na formagdo de
intermediarios relativamente estaveis, denominados produtos de Amadori. Ao se prolongar o
aquecimento ou durante armazenamento do produto acima de 40 °C, inicia-se 0 estagio

intermediario, com a formacéo de HMF (Figura 1.4).
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Figura 1.4 — Sistema reacional evidenciando a formag&o de 5-hidroximetil-2-furaldeido
(HMF) durante reacdo de Maillard
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Compostos a-dicarbonilicos altamente reativos também sdo formados da etapa
intermediaria da reacdo de Maillard e sdo capazes de interagir com cadeias laterais de
peptideos formando os produtos de glicacdo avancada (AGE — do inglés, advanced glycation
end products) (AKILLIOGLU; GOKMEN, 2019), cujo acimulo no organismo humano pode
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ocasionar inumeros processos fisiopatolégicos associados as doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas, diabetes mellitus tipo 2, doenga renal crénica e sindrome metabdlica
(BASTOS; GUGLIUCCI, 2015; DEL CASTILLO et al., 2020; GARAY-SEVILLA et al.,
2020; INAN-EROGLU; AYAZ; BUYUKTUNCER, 2020).

A auséncia de HMF em leite cru e sua formacdo durante o processamento térmico o
torna um importante marcador da fase intermediaria da reacéo de Maillard, permitindo inferir
sobre a severidade do tratamento térmico aplicado, embora ocorra em concentragdes bem
inferiores & lactulose (na ordem de umol L) (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006c).
Alguns metodos disponiveis na literatura para a determinacdo do HMF em matriz l4ctea
contam com o uso de técnicas analiticas como a espectrofotometria (KEENEY; BASSETTE,
1958), a cromatografia liquida (ALBALA-HURTADO et al., 1997; F. J. MORALES, C.
ROMERO, 1992) e a eletroforese capilar (CHEN; YAN, 2009; MORALES; JIMENEZ-
PEREZ, 2001). Dentre eles, o primeiro método analitico aplicado a matrizes lacteas foi
desenvolvido por Keeney e Bassette (1958) considerando a reacdo do HMF com o acido
tiobarbitarico (TBA — do inglés, thiobarbituric acid) para formagdo de um composto amarelo

(Figura 1.5), com absorvancia em 443 nm.

Figura 1.5 — Reacdo simplificada de formacao do complexo TBA-HMF
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Embora apresente limitacbes devido a baixa estabilidade do complexo HMF-TBA
formado e a baixa especificidade do TBA, visto que 0 mesmo também é capaz de reagir com
outros compostos aldeidicos presentes no leite (F. J. MORALES, C. ROMERO, 1992), esse
método continua sendo uma ferramenta de baixo custo utilizada pela inddstria para o controle
de qualidade de produtos lacteos aquecidos (RITOTA et al., 2017).

Analiticamente, uma distin¢cdo do conteddo de HMF medido é realizada de acordo

com o tipo de preparo amostral utilizado. Dessa forma, o termo “HMF livre” refere-se ao
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contetdo de HMF formado até o momento da andlise, enquanto o termo “HMF total” ¢
utilizado quando se deseja estimar todo o potencial de formacdo de HMF do alimento, se
comportando como um somatorio entre 0 HMF formado a partir de seus precursores presentes
no meio e 0 HMF livre ja formado. Nesse caso, para determinacao do indice de HMF total a
amostra é submetida a uma etapa inicial de fervura em meio &cido (geralmente acido oxalico)
(KEENEY; BASSETTE, 1958; MORALES, 2008).

1.2.3.2.3 Indice de nitrogénio de soroproteina ndo desnaturada (WPNI)

O processo de desnaturacdo proteica é definido como qualquer alteracdo ndo covalente
como, por exemplo, o rompimento de ligacdes de hidrogénio e interagcdes hidrofobicas; e
subsequente destruicdo das estruturas tercidrias e/ou secundarias (DEETH, 2020). As
soroproteinas do leite variam em sua suceptibilidade a desnaturacdo pela acdo do calor, sendo
as imunoglobulinas as mais sensiveis ao aquecimento, seguidas pela albumina do soro bovino
(BSA — do inglés, bovine serum albumin), a B-lIg e a-lactoalbumina (a-la) (WALSTRA,
WOUTERS; GEURTS, 2006b).

Durante o processamento UHT, a desnaturacdo da B-lg € a que mais se destaca
quantitativamente, embora também haja desnaturagdo da fragdo a-la, e em muitos casos pode
estar associada a ocorréncia de sedimentacdo durante estocagem do produto (ANEMA, 2020;
GAUR; SCHALK; ANEMA, 2018). Além disso, produtos submetidos ao processamento
UHT direto apresentam valores menores de desnaturacdo quando comparados aos produtos
processados por sistema UHT indireto (ELLIOTT et al., 2003, 2005; MORALES; ROMERO,;
JIMENEZ-PEREZ, 2000).

Um metodo alternativo e bastante utilizado até os dias atuais para separacdo das
caseinas e soroproteinas, e subsequente avaliagdo da extensdo da desnaturacdo, é
caracterizado pela saturacdo do meio com sal (denominada precipitagcdo por salting-out). O
indice de WPNI ¢ capaz de estimar a extensdo da desnaturacdo de soroproteina e foi um dos
parametros mais importantes desenvolvido por Harland e Ashworth (1945) para avaliar a
adequacgdo de leite em p6 em aplicacBes para a industria panificadora e caracteriza-lo de
acordo com o tipo de tratamento térmico adotado.

O método proposto por Harland e Ashworth (1945) € caracterizado pela precipitacao
das caseinas e as soroproteinas desnaturadas através da saturacdo do leite com cloreto de
sodio, e consequente separacdo das soroproteinas nativas ou ndo desnaturadas remanescentes

no sobrenadante. Originalmente, a medi¢do do indice WPNI € realizada pela dilui¢do e ajuste
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de pH do sobrenadante a fim de produzir turbidez, com o nivel de turbidez sendo proporcional
a concentracdo de soroproteinas nativas no leite. O resultado é entdo expresso em mg WPN
mg™ ou mL™ de leite (MORTIER et al., 2000). Em contrapartida, pesquisadores relatam a
aplicacdo de metodologias por HPLC-UV (FEINBERG et al., 2006; LAN et al., 2010) e
eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massa (JONES; TIER; WILKINS, 1998)
para avaliar o conteido e a estrutura das fracGes proteicas, principalmente B-lg, em lacteos
tratados termicamente. No entanto, destaca-se que esses métodos apresentam baixa frequéncia
analitica, alto custo e exigem mdo de obra qualificada, quando comparados ao método

turbidimétrico descrito.

1.2.4 Principais Técnicas Analiticas — Conceitos basicos

No presente trabalho, a eletroforese capilar ¢ a principal técnica a ser abordada,
objetivando sua aplicacdo na analise dos carboidratos lactose e lactulose. Destaca-se ainda a
crioscopia, técnica amplamente utilizada pelo setor lacteo para controle de qualidade da
matéria-prima e de processo. A seguir, algumas caracteristicas e conceitos basicos dessas duas

técnicas sdo apresentados.

1.2.4.1 Eletroforese capilar

A eletroforese capilar € uma técnica de separacdo baseada na migracdo diferenciada de
compostos neutros, ions solvatados ou espécies ionizaveis mediante aplicacdo de um campo
elétrico a uma coluna capilar, normalmente de silica fundida revestida com material
polimérico a fim de conferir melhores propriedades mecanicas, contendo em seu interior uma
solucdo de eletrdlito, normalmente tamponada (VAZ;, DE OLIVEIRA; DE OLIVEIRA,
2015).

A superficie interna do capilar de silica fundida contém varios grupos silanéis (-SiOH)
de caréater acido e ioniveis quando em contato com o eletrélito aquoso, proporcionando uma
superficie interna negativamente carregada (Figura 1.6). Esse fendbmeno gera a formagéo de
uma dupla camada elétrica que se torna difusa a medida que a mesma se afasta da superficie
do capilar até se igualar a concentracdo dos ions do eletrdlito. Dessa forma, quando o campo
elétrico € aplicado ha um movimento unilateral de cations solvatados da camada difusa em
direcdo ao eletrodo de carga oposta (catodo), os quais sdo capazes de transportar moléculas de
agua, gerando um fluxo do eletrélito como um todo, conhecido como fluxo eletrosmético
(EOF — do inglés, electroosmotic flow). O EOF apresenta um perfil radial que estd

intimamente relacionado a alta eficiéncia de separacdo da técnica, comparado aos perfis
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parabolicos caracteristicos de fluxos induzidos por pressdo utilizados nas técnicas
cromatogréficas. Assim, todos os solutos sdo expostos & mesma velocidade do fluxo,
independente de sua posicao radial, reduzindo o alargamento de banda (TAVARES, 1996).

Um dos modos mais comuns em eletroforese capilar € denominado eletroforese capilar
de zona (CZE), ou eletroforese capilar em solucdo livre, em que a concentragdo do eletrdlito é
constante em toda a regido de separagdo com 0s componentes ionicos distintos se separando
em zonas (Figura 1.6) (TAVARES, 1997).

Figura 1.6 — Sistema de separacdo por eletroforese capilar de zona sob fluxo eletrosmético
normal evidenciando o estado inicial logo apds injecdo (a) e a formac&o das zonas distintas
com migracao diferencial dos analitos A, B, C e D mediante aplicacdo de campo elétrico
(b). Onde: posm € @ mobilidade do fluxo eletrosmotico, pess € @ mobilidade efetiva e pap € @
mobilidade aparente. Os grupos silandis ionizados (-SiO") da superficie interna do capilar

também sdo mostrados em detalhe
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

A migragdo dos analitos A, B, C e D ocorre conforme suas respectivas mobilidades
aparentes (Hap). A Hap € caracterizada pela mobilidade exibida por um analito considerando

sua mobilidade efetiva (Uet) € @ mobilidade do fluxo eletrosmatico (mobilidade eletrosmotica
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- Mosm). Matematicamente, a [y € dada pela soma vetorial da pes € da posm (TAVARES, 1996)
e pode ser observada na Figura 1.6.

Um dado ion apresenta uma mobilidade eletroforética (pep) em funcdo da forca elétrica
que o mesmo sofre e da forca de friccdo gerada pela sua passagem pelo meio, podendo ser

definida como:

Meo = (|75l e)/6mnr (1)

Onde: zé o nimero de cargas elementares do ion, e é a carga elementar, r € o raio idnico efetivo e 1, a
viscosidade do meio.

Considerando a Equacdo 1.1, é possivel observar que a mobilidade do composto esta
intimamente relacionada com a carga e o raio da espécie ibnica, bem como com a viscosidade
do meio. Dessa forma, podemos inferir que fons menores e mais carregados, possuem
mobilidades mais elevadas. Para espécies que se comportam como acidos ou bases fracas, a
mobilidade eletroforética passa a ser chamada de mobilidade efetiva (Uer). Dessa forma,
qualquer substancia presente em solugdo com diferentes formas j, relacionadas entre si por um
equilibrio acido-base, mediante a aplicacdo de um campo elétrico ird migrar como um soluto
unico cuja mobilidade efetiva pode ser expressa como o somatério das mobilidades
eletroforéticas de todas as espécies j (Equacdo 1.2) (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012):

Hett = X (Uep-ai)j (1.2)

Onc!e:_ aj é a fracdo molar ou funcéo de distribuicdo da espécie j e e, € @ mobilidade eletroforética da
espécie j.

Como a fracdo molar depende da magnitude das constantes de dissociacdo do analito,
a Hefs depende indiretamente do pH do meio, e portanto, a escolha do pH do eletrélito de
corrida (BGE — do inglés, background electrolyte) torna-se um importante fator a ser estudado
para que se encontre a condi¢cdo mais propicia de separacdo das substancias de interesse, ou

seja, a faixa de pH onde as diferencas entre . de cada substancia séo maximizadas.

1.2.4.1.1 Analise de carboidratos por CZE-UV

Os carboidratos sdo compostos que, no geral, ndo absorvem luz acima de 200 nm.
Embora haja a disposi¢do uma variedade de compostos para uso em etapas de derivatizacao,
as quais visam fornecer um grupo cromoforo e carga aos carboidratos; inimeras desvantagens
sdo frequentemente associadas ao procedimento, principalmente relacionadas a reatividade

dos agentes derivatizantes (LEE; LIN, 1996). Além disso, as etapas de derivatizacdo sé@o
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longas e podem apresentar elevado custo, inviabilizando o uso do método como ferramenta de
rotina.

Como alternativa, tem-se o uso da detec¢do indireta, que consiste na adicdo do agente
cromoforo (de carater anidnico para analises de carboidratos) ao BGE gerando um sinal de
fundo elevado. Dessa forma, quando a zona carregada com o analito atinge o detector uma
queda do sinal de absorcédo é observada, registrando picos negativos. A inversdo da polaridade
do detector permite que o sinal seja registrado como picos positivos, a qual é realizada
mantendo-se como referéncia um comprimento de onda em que o cromoforo exibe maior
absortividade (JAGER; TAVARES, 2001).

Outra caracteristica a ser considerada na andlise de carboidratos por CZE é que a
grande maioria desses compostos possuem elevadas constantes de dissociacdo (pK; > 12), ndo
apresentando carga em pH préximo da neutralidade. Nesse contexto, a analise por CZE se
torna possivel somente em presenca de solucdo alcalina forte, gerando ionizagdo do grupo
hidroxila e proporcionando a analise desses compostos sob a forma de anions (MANTOVANI
etal., 2018).

Para analise de anions, a situacdo ideal é caracterizada pelo o uso de tensoativos
catiénicos no eletrélito, associado a aplicacdo de polaridade negativa no lado da injecdo do
sistema — denominado sistema com polaridade invertida — (anodo proximo a deteccdo e
catodo proximo a injecdo). Nesse caso, 0s tensoativos agem como modificadores dinamicos
da superficie interna do capilar (TAVARES, 1997). Ha um processo dinamico de adsorcao da
cabeca polar do tensoativo catiénico na parede interna do capilar, seguida pela interacdo entre
as cadeias hidrocarbonadas por forgas de London, gerando uma estrutura bidimensional
(semi-micelas) na superficie. A dupla camada elétrica constituida de anions é entdo formada
na interface superficie-solucdo que, sob acdo do campo elétrico aplicado, sofre migragdo em
direcdo ao anodo, caracterizando o fluxo eletrosmético invertido (fluindo do catodo para o
anodo) (Figura 1.7).
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Figura 1.7 — Sistema de separacéo dos anions A e B por eletroforese capilar de zona com

fluxo eletrosmatico e polaridade invertidos

tensoativo
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

1.2.4.2 Crioscopia

A diminuicdo do ponto de congelamento, conhecido por abaixamento crioscopico, é
verificada a medida que se aumenta a concentracdo de particulas solGveis ndo volateis na
solucdo. Esse fendmeno é classificado como uma propriedade coligativa, a qual depende
somente do nimero de particulas do soluto presente no meio. As propriedades coligativas sao
propriedades fisicas que ocorrem quando ha uma reducgdo do potencial quimico do solvente
como resultado da adicdo do soluto. A diminuicdo do potencial quimico € causada pelo
aumento da entropia (entropia da solucdo é maior que a entropia do solvente puro) gerando,
consequentemente, uma reducéo da pressdo de vapor do solvente na solugdo. Dessa forma, ha
uma oposicao do liquido ao congelamento e a vaporizacdo, deslocando o equilibrio liquido-
vapor para temperaturas maiores (aumentando o ponto de ebuli¢do do solvente) enquanto o
equilibrio solido-liquido ocorre em temperaturas menores (reduzindo o ponto de
congelamento) (ATKINS; PAULA, 2012).

Em 1921, Julius Hortvet foi o pioneiro na utilizagdo do indice crioscépico como
propriedade analitica para deteccdo de fraude por adicdo de agua, baseando-se no fato do
ponto de congelamento do leite estar diretamente atrelado a quantidade de sélidos sollveis
presentes e, portanto, eventual diluicdo desses constituintes solUveis acarretaria no aumento
do ponto de congelamento, aproximando-o de zero (ponto de congelamento da agua) (SHIPE,
1959).
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A técnica desenvolvida por Hortvet, denominada crioscopia, é caracterizada por um
répido super-resfriamento de uma aliquota de leite seguida da aplicacéo de vibragdo mecénica
intensa, gerando cristalizacdo imediata da amostra. O desequilibrio térmico gerado pela
vibracdo faz com que a amostra libere calor latente de fusdo até que o equilibrio sélido-
liquido seja estabelecido, correspondendo ao ponto de congelamento do leite ou indice
crioscopico dado, tradicionalmente, em graus Hortvet (°H). A curva caracteristica do indice
crioscopico do leite pode ser observada na Figura 1.8.

Figura 1.8 — Curva caracteristica do indice crioscopico do leite
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Fonte: Adaptada de Bechi (2003).

1.2.4.2.1 Estimativa da hidrolise da lactose por crioscopia

Ja no inicio da década de 1980, o indice crioscépico do leite também foi utilizado
como ferramenta para o controle da hidrolise enzimatica da lactose durante o processo de
fabricacdo de leites com teor reduzido de lactose. De acordo com Nijpels et al. (1980), ao se
atingir a hidrolise completa do conteudo de lactose, uma reducdo de aproximadamente -0,273
°C no ponto de congelamento do leite é esperada, gerando um decaimento do indice
crioscopico médio de -0,540 °C para -0,813 °C.

Embora Colinas et al. (2006) demonstraram haver uma boa correlacdo entre a
crioscopia e metodos classicos como 0s enzimaticos e a polarimetria, alguns fatores limitantes
como o desenvolvimento de acidez mediante acdo de bactérias acido-laticas e a formacgéo de
oligossacarideos reduzem a confiabilidade do metodo crioscopico (CHEN; FRANK;
LOEWENSTEIN, 1981; NIJPELS et al., 1980). Porém, a crioscopia continua sendo utilizada
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pelas inddstrias processadoras como ferramenta analitica para estimar o nivel de hidrolise da

lactose por ser rapida, apresentar baixo custo e ndo necessitar de mdo de obra especializada.
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2 DETERMINACAO DE LACTULOSE E LACTOSE EM LEITE UHT
CONVENCIONAL POR CZE-UV

Nesta secdo serdo abordados o0s ensaios experimentais, resultados e discussdes
relativos a avaliacdo da aplicabilidade do método otimizado por Neves (2015) na
determinacdo de ambos os isdmeros lactose e lactulose em amostras de leite UHT

convencional.
2.1 INTRODUCAO

Soga e Serwe (2000) desenvolveram um método eletroforético utilizando detecgdo
indireta na regido do ultravioleta (CZE-UV) para determinacdo de inumeros carboidratos em
diferentes matrizes alimentares. Em estudo prévio, otimizamos e aplicamos o método
eletroforético baseado no trabalho de Soga e Serwe para determinacdo de lactulose em leite
UHT convencional (com teor regular de lactose) (NEVES, 2015).

Visando atender ao foco principal desta tese, o qual versa pela disponibilizacdo de
método eletroforético capaz de ser aplicado na quantificacdo de ambos os isdbmeros lactose e
lactulose, o objetivo desta secéo foi verificar o desempenho do método CZE-UV proposto por
Neves (2015) na determinacédo de lactulose e lactose em um conjunto amostral de leite UHT

convencional e avaliar as figuras de mérito: sensibilidade, precisdo e recuperacdo para lactose.
2.2 PARTE EXPERIMENTAL

Nesta secdo serdo descritos todos os reagentes, amostras e instrumental utilizados,

assim como a metodologia de quantificacdo adotada e as figuras de mérito avaliadas.

2.2.1 Reagentes e Solucgdes

Agua deionizada foi obtida em sistema de osmose reversa (Milipore, Bedford, MA,
EUA). Padrdes de lactose e lactulose foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
EUA), além do acido 2,6-piridinodicarboxilico (PDC), o qual desempenha o papel de
cromoforo anibnico (pKa; = 2,17 e pKa, = 4,97), e do tensoativo catidnico brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB). Hidrdxido de sodio (NaOH) e os reagentes utilizados no preparo
das amostras: acetato de zinco biidratado, &cido acético glacial, hexacianoferrato de potassio e
etanol, todos grau analitico, foram comprados da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil).
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Solugdes estoque individuais para cada padrédo de carboidrato foram preparadas em
4gua deionizada na concentracdo de 1 g 100 mL™ e estocadas a 4 °C. Uma solugéo estoque
contendo PDC e NaOH na concentracdo de 100 mmol L™ e 250 mmol L™, respectivamente foi
preparada e mantida sob refrigeracdo a 4 °C. Além disso, solucdes estoque de CTAB a 10
mmol L? e de NaOH a 1 mol L™ também foram preparadas e estocadas a temperatura
ambiente (= 25 °C).

2.2.2 Amostras

Amostras de dezessete marcas comerciais de leite UHT convencional desnatado (max.
0,5 % m/v gordura) foram coletadas nas principais regides leiteiras do Brasil (Sul, Sudeste e
Centro-Oeste) em suas embalagens originais, hermeticamente fechadas contendo 1 L e
analisadas em duplicatas auténticas. Algumas marcas tiveram mais de uma amostra (de
diferentes lotes) coletada a fim de se estimar possiveis variacdes do processamento térmico
adotado pela mesma marca, sendo codificadas como M_x*, M_x** ou M_x*** de acordo
com o numero de amostras coletadas: se uma, duas ou trés amostras, respectivamente, onde x

€ 0 numero da marca e varia de 01 a 17 (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 — Codificacdo e quantidade de amostras coletadas para as marcas de leite UHT

convencional desnatado selecionadas

Caddigo da marca Amostras coletadas
M_01**
M 02***
M_03*
M_04*
M_05**
M_06**
M 07***
M_08**
M_09*
M_10**
M_11**
M_12*
M_13**
M_14*
M_15*
M_16**
M_17**
Total

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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2.2.3 Instrumental e Condicdes Eletroforéticas

Os experimentos foram realizados utilizando equipamento de eletroforese capilar
Agilent modelo 7100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) equipado com um detector
por arranjo de diodos (DAD - do inglés, Diode Array Detector) e software para controle,
aquisicdo, armazenamento e tratamento de dados (HP ChemStation, Ver. B.04.03).

A composicdo do BGE previamente otimizada por Neves (2015) consistiu em uma
mistura padrdo de PDC e NaOH a 20 mmol L™ e 50 mmol L, respectivamente, e CTAB a
0,5 mmol L™, objetivando-se atingir um pH acima de 12,50, sem a necessidade de grandes
ajustes finais do pH. A verificacdo do pH foi realizada através de fitas indicativas pois, por se
tratar de um pH bastante elevado o pHmetro ndo fornece uma leitura estavel devido a elevada
concentracdo de ions de sodio (erro alcalino). A deteccdo indireta dos carboidratos foi
realizada via monitoramento do sinal analitico em 350 nm, mantendo-se como referéncia o
sinal analitico em 275 nm. Dessa forma, os sinais dos picos negativos em 350 nm associados
a deteccdo indireta sao registrados como sinais de picos positivos em 275 nm.

Capilares de silica fundida recobertos externamente com poliimida e apresentando 375
pm de didmetro externo (0.d.) e 75 um de didmetro interno (i.d.) (TSP 075150, Polymicro
Technologies, Phoenix, AZ, USA) foram utilizados em todos os ensaios do presente trabalho.
O comprimento total (L) e comprimento efetivo (Lg) foram, respectivamente, 58,5 cm e 50,0
cm, considerando a posicdo da cela de deteccdo a uma distancia de 8,5 cm da extremidade do
capilar.

Para o condicionamento inicial dos capilares e consequente ativacdo dos grupos
silan6is, realizou-se a passagem (flush) de uma solucéo de NaOH a 1 mol L™ por 40 min,
seguido por agua deionizada e BGE durante 30 min cada. Para capilares previamente
ativados, o condicionamento inicial de trabalho contou com flush sequencial de solugéo
NaOH 1 mol L, 4gua deionizada e BGE por 15 min cada. O condicionamento entre as corridas
eletroforéticas descrito por Neves (2015) foi modificado: passando-se a utilizar um flush de
NaOH 1 mol L™ durante 3 min, seguido de 4gua deionizada e BGE por 2 min cada, ao invés de
apenas um flush de &gua deionizada por 2 min. A alteracdo do condicionamento entre corridas
objetivou a reducdo da aderéncia de material na parede do capilar. Apés as inje¢des diarias, 0
capilar era submetido a um flush de limpeza com NaOH 1 mol L™ e agua deionizada por 15

min cada e mantido preenchido com agua deionizada até o préximo uso.

2.2.4 Parametros Instrumentais e Preparo da Amostra
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Os parametros instrumentais otimizados por Neves (2015): tenséo aplicada (-15 kV),
pressdo e tempo de injecdo no modo hidrodindmico (10 mbar por 1 s), temperatura do
cartucho (20 °C) e frequéncia de aquisicdo (2,5 Hz) foram mantidos e empregados em todos
0s ensaios realizados nesta secdo do trabalho.

Inicialmente todas as amostras de leite UHT coletadas foram submetidas ao processo
de liofilizacdo (aliquota de 30 mL) objetivando concentrar a lactulose no meio antes de
submeté-las ao processo de extracdo, o qual geralmente implica em uma diluicdo dos
constituintes do meio. A liofilizacdo foi realizada em liofilizador de bancada (Liobras®, SP-
Brasil) a -50 °C e 89 mbar. Posteriormente, as amostras foram submetidas ao processo de
extragdo utilizando-se solugdes clarificadoras Carrez | e Il, conforme protocolo otimizado por

Neves (2015) e evidenciado na Figura 2.1.

Figura 2.1 — Etapas experimentais do método de extracao aplicado para anélise eletroforética

de lactose e lactulose em leite UHT convencional

Liofilizagao
(aliquota 30 mL)

|| ressuspensédo da amostra em
15 mL diluente*

banho termostético
60 °C/25 min

resfriamento 20-25°C e
— adicdo Carrez I ¢ I1**
(250 uL cada)

5 ml acetonitrila +
diluente* q.s.p. 25 mL

— cestabilizagdo a4 °C/1h

— filtragem qualitativa

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

* solucdo etanol 95 % v/v e agua deionizada (1:1). ** Carrez | (21,9 %
acetato de zinco e 3 % &cido acético glacial), Carrez Il (10,6 %
hexacianoferrato de potassio). qg.s.p.: “quantidade suficiente para”. FC:
fator de concentragcdo do método.
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Os extratos obtidos foram filtrados em filtro de membrana 0,45 um (RC45/13)
Macherey-Nagel® (Bethlehem, PA, USA) antes de serem injetados no equipamento CE.

2.2.5 Quantificacdo Utilizando Método de Adicdo de Padrdo com Um Incremento
(SPSA)

Por se tratar de amostras que apresentam alta complexidade de matriz, com variagdes
naturais em sua composicao de acordo com periodo de lactagdo, clima e manejo do gado, o
uso de um sistema de quantificacdo por adicdo de padrdo se torna mais adequado. No entanto,
0 método de quantificacdo por adicdo de padréo tradicional é um processo laborioso e muitas
vezes invidvel para analise de rotina. Nesse contexto, uma alternativa é o uso do método de
adicdo de padrdo por um incremento ou unico ponto (SPSA - do inglés, single point standard
addition), o qual utiliza apenas duas injecfes: amostra e amostra adicionada de padréo
(amostra + padrédo), obtendo-se Sinal 1 (S;) e Sinal 2 (Sy), respectivamente para posterior
calculo da concentracédo do analito (CARDONE; PALERMO, 1980).

Mediante tal realidade, os protocolos para quantificacdo via SPSA encontram-se

descritos nos subitens a seguir.

2.2.5.1 Quantificacéo da lactulose

a) Obtencédo do sinal da amostra (S;): transferiu-se 920 uL do extrato da amostra

(Vx) para um tubo de microcentrifuga seguido por adicdo de 80 pL de agua
deionizada, totalizando um volume final de 1000 pL (Vs). Procedeu-se na
homogeneizacao do sistema em agitador tipo vortex por 10 s e transferéncia de
uma aliquota de 500 pL para um reservatdrio de injecédo para leitura do sinal;

b) Obtencdo do sinal da amostra + padrdo (S,): transferiu-se 920 pL do extrato da
amostra (V) para um tubo de microcentrifuga seguido por adicdo de 80 pL de
padrdo de lactulose (Vs) de concentracdo conhecida (Cs = 1 g 100 mL™),
totalizando um volume de 1000 pL (V¢). A solucdo foi homogeneizada em
agitador tipo vortex por 10 s e uma aliquota de 500 pL foi transferida para um

reservatorio de injecdo para leitura do sinal.

2.2.5.2 Quantificacdo da lactose

Como as amostras de leite UHT convencional apresentam elevada concentracdo de

lactose, uma diluicdo em meio aquoso do extrato na ordem de 50 vezes foi necessaria para a



56

quantificacdo desse dissacarideo, a fim de se obter um perfil eletroforético adequado com boa
definicdo de pico do analito.

a) Obtencdo do sinal da amostra (S;): transferiu-se 84 uL do extrato diluido da

amostra (V) para um reservatério de injecdo com volume final de 100 pL (Vy),
seguida da adicdo de 16 uL de agua deionizada.
b) Obtencdo do sinal da amostra + padrdo (S,): transferiu-se 84 pL do extrato

diluido da amostra (Vx) para um reservatorio de injecdo com volume final de
100 uL (Vs), sequida da adicdo 16 uL (Vs) do padrdo de lactose a 1 g 100 mL™
(Cy).

Todos os reservatorios foram homogeneizados em agitador tipo vortex por 10 s

antes da injecéo.

O célculo da concentracdo dos analitos utilizando o método de quantificagdo SPSA foi
realizado mediante uso da Equacdo 2.1, aplicando-se posteriormente os devidos fatores para
ajuste final da concentracdo relativa a amostra de leite. Dessa forma, para a lactulose
considerou-se a concentracdo gerada pela liofilizacdo e a diluicdo intrinseca ao método de
extracdo, resultando em um fator de concentracdo (FC) final de 1,2. Enquanto que para a
quantificacdo da lactose, aléem do FC relacionado ao processo de liofilizacdo prévia da
amostra e extracdo, empregou-se o fator de diluicdo (FD) dos extratos obtidos (FD = 50).

oo sicv) 1G] @)

Onde C, é a concentracdo do analito na amostra injetada (mg 100 mL™ ou g 100 mL™, se lactulose ou
lactose, respectivamente), S; é o sinal analitico obtido para amostra (mAU), S, é o sinal analitico
obtido para amostra + padrdo (mAU), C, é a concentracdo do padrdo utilizado (mg 100 mL™ ou g 100
mL™, se lactulose ou lactose, respectivamente), Vs é o volume do padrdo utilizado (uL), V é 0 volume
do extrato da amostra utilizado na etapa de quantificagio (uL).

Considerando o procedimento de quantificacdo SPSA, é importante destacar ainda que
0 volume de padréo adicionado (Vs) deve ser pequeno em relagdo ao volume de amostra (Vy),
de modo que o efeito de diluicdo proveniente da adi¢do do padrdo na matriz da amostra seja
insignificante. Neste caso, assume-se que o estimador de proporcionalidade, inclinacdo da
reta, ou slope (k), é constante para a matriz avaliada (CARDONE; PALERMO, 1980). O
calculo de k, dado pela Equacdo 2.2, onde Vi é o volume final da solucdo de amostra
preparada para a etapa de quantificacdo (em pL), permite verificar experimentalmente se esse
fator permanece com baixa variabilidade, o que justifica o uso da quantificacdo pelo método

SPSA e atesta que a quantificacdo nao € influenciada pelo efeito de matriz.
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k= [(Sz — 81) Vf] / Cs Vs (2.2)
2.2.6 Avaliacao das Figuras de Mérito para o Método CZE-UV

As figuras de meérito: sensibilidade, estimada através do calculo dos limites de
deteccdo (LOD — do inglés, limit of detection) e quantificacdo (LOQ — do inglés, limit of
quantification), precisdo intralaboratorial e exatiddo realizadas por teste de repetitividade e
teste de recuperacéo, respectivamente, foram avaliadas.

Apesar da sensibilidade de métodos de separacdo comumente ser estimada pelo
calculo dos LOD e LOQ via determinacao da relacdo sinal-ruido (FARIA; DE SOUZA; DE
OLIVEIRA, 2008), a medicdo do ruido ndo é trivial e muitas vezes pode se tornar subjetiva.
Na tentativa de reduzir possiveis erros na inferéncia de tais limites, trés diferentes regiGes da
linha base do eletroferograma proximas aos picos de interesse foram selecionadas, obtendo-se
entdo um valor médio representativo para o analito na matriz de interesse. Para o célculo do
LOD e LOQ, de acordo com as Equac0es 2.3 e 2.4, considerou-se 5 das 17 marcas, escolhidas

aleatoriamente
LOD :[3 Sdruido Cx] /[Hméx - Hml’rﬂ (2.3)
LOQ :[ 10 Sdruido Cx] /[Hméx— Hmin] (2.4)

Onde: sdq & 0 desvio-padrdo do ruido presente na linha de base do elerofrograma (mAU), C, é a
concentracio do analito na amostra (mg 100 mL™ ou g 100 mL™), Hyax € & altura méxima do pico do
analito (mAU), Hy, é a altura minima do pico do analito (mAU).

Para a precisdo intralaboratorial, o teste de repetitividade foi realizado utilizando seis
réplicas auténticas de uma mesma amostra de leite UHT injetadas no mesmo dia de trabalho,
de acordo com recomendagdes da ANVISA (RIBANI et al., 2004)

A recuperagdo foi avaliada apenas para a lactose, visto que o método ja teve a
recuperacdo da lactulose avaliada por Neves (2015). Como a concentracdo de lactose em leite
de vaca convencional é elevada, os niveis de fortificagdo utilizados consideraram 10, 20 e 30
% do valor medio de ocorréncia do analito na amostra (RIBANI et al., 2004), os quais foram

avaliados em quadruplicatas auténticas.
2.2.7 Andlises Estatisticas
Todo o tratamento estatistico dos dados, incluindo testes de hipotese, estatistica

descritiva e testes comparativos, foi realizado empregando-se o software Excel® 14.0 ver.
(Microsoft Office, 2010).
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O efeito da diluicdo do extrato amostral foi avaliado com o propdsito de verificar se as
variagOes do ty, da lactose sédo estatisticamente significativas e se o deslocamento observado
do ty (Aty) do analito é similar ao deslocamento que ocorre com o EOF. Como pressuposto
obrigatdrio para aplicacdo de estatistica paramétrica, realizou-se o teste de normalidade por
Shapiro-Wilk para a diferenca dos pares comparados. Os testes de hipotese testados
encontram-se descritos abaixo, onde: Hy é a hipdtese nula a ser testada, H, € a hipotese
alternativa, s/ dil. é o extrato sem diluicéo e c/ dil. é o extrato com diluicdo.

Hipdtese 1
Ho: t,, lactose s/ dil. = t,,, lactose ¢/ dil.
H.: t., lactose s/ dil. # t,, lactose c/ dil.

Hipdtese 2
Ho: tn EOF s/ dil = t,, EOF ¢/ dil.
H.: tn EOF s/ dil # t,, EOF c/ dil.

Hipotese 3
Ho: Aty lactose = At,,, EOF
Ha: Aty lactose # At EOF

Neste caso, o Aty, foi calculado conforme Equagéo 2.5:

At =t Sem Diluicio — t,, Com Diluigio  (2.5)

Onde: i é a lactose ou 0 EOF.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados quantitativos e testes estatisticos utilizados para avaliagdo dos dados
encontram-se dispostos nesta secdo, assim como as figuras de mérito utilizadas para avaliacéo
do método CZE-UV.

2.3.1 Quantificacdo dos Teores de Lactose e Lactulose em Leite UHT Convencional

A diluigéo dos extratos das amostras para quantificacdo do teor de lactose implicou na
quantificacdo dos isdmeros em corridas eletroforéticas distintas. Perfis eletroforéticos
semelhantes foram obtidos para todas as marcas selecionadas. Na Figura 2.2 podemos

observar os eletroferogramas da marca M_02, escolhida aleatoriamente, onde o grafico A



59

representa o perfil obtido na etapa de quantificacdo da lactulose e o grafico B representa o
perfil eletroforético para a quantificacdo da lactose (considerando o extrato da amostra diluido
1:50).

Figura 2.2 — Perfis de separacao eletroforética obtidos para quantificacdo de lactulose (A) e
lactose (diluicdo 1:50) (B) em leite UHT convencional da marca M_02. Picos: (1) lactulose e
(3) lactose. Linha cheia refere-se ao sinal do extrato da amostra (S;) e linha tracejada ao sinal

do extrato da amostra + padrédo do analito (S,)

78]

3 EOF

30 mAU
30 mAU

23 25 27 29 15 17 19 21 23 25
Tempo (min) Tempo (min)

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

CondicOes experimentais: extracdo amostra (método Carrez), parametros eletroforéticos:
injecdo (10 mbar/1 s), tensdo (-15 kV), temperatura (20 °C), deteccdo (350 nm, referéncia em
275 nm), capilar (TSP 75 ymi.d., 50,0 cm Lg).

Ao comparar os gréficos A e B é possivel identificar um deslocamento do sinal
analitico muito provavelmente relacionado ao efeito da diluicdo do sistema, visto que este
comportamento se manteve presente em todas as amostras analisadas, podendo ser observado
no Apéndice A.

Os tempos de migracdo (tn) médios dos analitos e do EOF de cada marca sdo
apresentados na Tabela 2.2, para as determinacdes de ambos os isémeros. E valido destacar
que nas determinac@es de lactose o pico referente ao seu isdbmero, lactulose, ndo é observado
Vvisto que os extratos encontram-se diluidos. O menor desvio relativo dos ty da lactose e do
EOF nas determinacdes de lactose, ao se comparar com 0s desvios encontrados nas
determinacg0es de lactulose (CV ty, lactose: de 13,19 % para 4,17 % e CV t,, EOF: de 12,49 %
para 4,49 %, respectivamente) pode estar vinculado ao processo de diluigdo. Ao diluir a
amostra tem-se uma consequente reducdo da massa injetada no capilar e, portanto, as

interferéncias causadas pelas diferentes marcas tendem a ser menores. Além disso, a dilui¢do
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gera um abaixamento da viscosidade do meio com consequente aumento da velocidade do

EOF (TAVARES, 1996), justificando os menores t;, obtidos nas determinacdes de lactose.

Tabela 2.2 — Tempos de migracgéo (tm), em min, para lactulose, lactose e fluxo eletrosmatico

(EOF) obtidos nas determinacdes dos isdmeros lactose e lactulose por CZE-UV

Marca Determinac6es de Lactulose* Determinaces de Lactose**
tm Lactulose  ty Lactose tm EOF tn Lactose tm EOF
M_01 20,92 21,46 32,76 18,92 24,83
M_02 26,15 26,68 29,49 19,74 23,05
M_03 25,94 26,33 29,32 19,56 25,03
M_04 27,10 28,32 32,60 19,81 24,92
M_05 19,08 19,81 23,66 19,08 25,45
M_06 22,45 23,23 27,67 19,23 24,92
M_07 20,90 21,79 25,42 17,91 23,89
M_08 24,02 24,41 29,32 18,85 24,44
M_09 17,12 17,65 24,44 19,96 25,46
M_10 18,15 18,77 22,04 19,14 24,73
M 11 19,12 20,98 25,00 19,10 25,63
M_12 24,59 25,72 30,35 19,30 24,68
M_13 19,74 20,52 25,20 18,88 24,53
M_14 24,90 25,33 29,17 20,09 25,98
M_15 21,33 23,33 35,00 18,40 24,28
M_16 22,71 23,91 28,35 19,02 25,53
M_17 19,63 20,47 29,77 21,62 28,45
Média® 21,99 22,86 28,21 19,33 25,05
CV (%)? 13,82 13,19 12,49 4,17 4,49

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
* sem diluicdo do extrato de amostra, ** com diluicdo do extrato. * n = 17. CV: coeficiente de
variacao.

As hipdteses propostas para os tn, (Hipoteses 1 e 2) foram avaliadas por estatistica
paramétrica empregando-se o teste t pareado ja que um comportamento normal foi observado
para as diferengas dos pares comparados (teste Shapiro-Wilk (n = 17, a = 0,05): p-valor =
0,738 e 0,944 para Hipdteses 1 e 2, respectivamente). O Aty (Hipotese 3) foi avaliado por
estatistica ndo paramétrica utilizando o teste de Wilcoxon pareado, uma vez que as diferencas
entre os deslocamentos da lactose e do EOF ndo apresentaram perfil normal (teste Shapiro-

Wilk: p-valor < 0,05). Os valores dos testes estatisticos encontram-se dispostos na Tabela 2.3.
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Tabela 2.3 — Testes estatisticos para avaliacdo do efeito da diluicdo dos extratos das amostras
de leite nos tempos de migracéo (tn,) da lactose e do fluxo eletrosmoético (EOF)

Parametro avaliado Teste estatistico p-valor (n=17, o= 0,05)
tm lactose t pareado < 0,05
tm EOF t pareado < 0,05
At Wilcoxon pareado 0,263

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
Aty deslocamento dos t,.

Diante dos dados apresentados na Tabela 2.3, verifica-se que o ty, da lactose no extrato
sem diluicdo difere do seu ty, quando o extrato diluido encontra-se diluido (p-valor < 0,05).
Este mesmo comportamento foi verificado para o EOF. Por outro lado, podemos observar que
0 deslocamento do pico da lactose ndo difere estatisticamente do deslocamento do EOF (p-
valor > 0,05 pelo teste de Wilcoxon pareado). Ou seja, a lactose e 0 EOF deslocam de forma
similar quando a amostra € submetida ao processo de diluicéo.

Mediante tal comportamento podemos destacar duas importantes caracteristicas para
as determinac@es eletroforéticas em matrizes lacteas: a primeira diz respeito ao deslocamento
do tempo de migracdo entre as marcas, provavelmente relacionado as diferencas intrinsecas
na matriz (evidenciado na Tabela 2.2, CV de 12,5 a 13,8 %) e, a segunda refere-se a
comprovacédo da importancia de se utilizar um sistema de quantificacdo em que a matriz seja
considerada (como a quantificacdo pelo método SPSA) para que eventuais modificacdes no
sinal analitico ndo comprometam a quantificacdo do mesmo.

Os teores de lactulose e lactose das 17 marcas de leite UHT selecionadas, codificadas
como M_x*, M_x** ou M_x*** de acordo com 0 numero de amostras coletadas: se uma,
duas ou trés, respectivamente (com x variando de 01 a 17) encontram-se na Tabela 2.4 em que
podemos observar uma ampla faixa de concentracdo para teor de lactulose (12,81 a 69,17 mg
100 mL™). Este desvio relativo de aproximadamente 45 % pode estar relacionado a diferencas
no tratamento térmico UHT, como tipo de processamento adotado (direto ou indireto) ou
bindmio tempo/temperatura utilizado. Teores médios de lactulose de 14,4 e 40,0 mg 100 mL™
(FEINBERG et al., 2006) e, 29,8 e 60,6 mg 100 mL* (CATTANEO; MASOTTI; ROSI,
2008) para leite submetido ao processamento UHT direto e indireto, respectivamente, foram
detectados utilizando o método oficial por HPLC-RID e corroboram com a hipétese sobre o
uso de diferentes tipos de processamento UHT no processamento das marcas comerciais

avaliadas.
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Tabela 2.4 — Resultado quantitativo para os teores de lactulose e lactose das amostras de leite
UHT convencional, e seus respectivos valores de slope (k)

Lactulose Lactose
Marca 1 cv k 1 Ccv k
(mg 100 mL") (%) (mAU mL mg™) (9 100 mL") (%) (mAU mL mg™)
M_01** 12,81 2,34 1,91 3,94 7,17 27,30
M_02*** 56,92 48,44 1,38 4,50 8,94 31,98
M_03* 35,99 2,11 1,57 4,41 5,41 30,51
M_04* 39,54 4,98 1,46 4,19 8,31 42,80
M_05** 39,36 48,51 1,50 4,33 3,76 22,81
M_06** 32,32 33,60 1,76 3,94 12,36 29,72
M_Q7*** 69,17 17,93 1,68 4,71 3,76 32,20
M_08** 21,91 1,34 1,14 4,52 17,82 38,17
M_09* 32,78 3,92 1,79 3,96 15,98 49,82
M_10** 57,62 18,62 1,46 4,32 12,14 31,94
M_11** 66,51 12,87 1,91 4,99 2,48 35,98
M_12* 31,28 3,18 1,93 4,52 11,20 37,65
M_13** 52,96 3,19 1,52 4,68 6,89 37,93
M_14* 56,90 5,96 1,85 4,06 2,91 43,94
M_15* 35,85 0,80 1,15 4,53 5,00 25,75
M_16** 27,31 33,35 1,29 4,59 8,83 38,39
M_17** 67,15 22,30 1,43 4,75 2,19 44,18
N = 60° 45,52 44,94 1,55 4,45 9,22 34,93

CV (%) = 12,26 CV (%) = 8,33

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

* NUmero de amostras coletadas e analisadas em duplicatas auténticas, onde: *marca com 01 amostra
coletada (n = 2); **marca com 02 amostras coletadas (n = 4) e *** marca com 03 amostras coletadas
(n = 6). CV: coeficiente de variago. ® valores médio, CV e k considerando todas as observaces (N =
60).

Apesar do teor médio geral apresentado (45,52 mg 100 mL™) estar de acordo com 0s
limites sugeridos pela IDF para leite submetido ao processo térmico UHT (10 — 60 mg 100
mL™), podemos observar que pelo menos trés marcas (M_07, M_11 e M_17) apresentaram
teor de lactulose médio acima do limite maximo indicado (60 mg 100 mL™), indicando uma
possivel superexposicdo térmica dessas amostras. Sabe-se que aquecimento excessivo pode
induzir perdas nutricionais no leite devido ao bloqueio de residuos de lisina (FRIEDMAN,
1996) e perda de estabilidade durante a vida de prateleira do produto, podendo resultar em
sedimentagdo de fragdes proteicas (GAUR; SCHALK; ANEMA, 2018).

Dentre as 11 marcas comerciais de leite UHT com duas ou trés amostras coletadas,
sete (M_02, M_05, M_06, M_07, M_10, M_11 e M_16) apresentaram teor de lactulose com
desvios relativos entre 17 e 49 %. Tamanha discrepancia permite supor sobre a falta de
padronizacdo no tratamento térmico adotado por essas marcas. Sabe-se que o teor de lactulose
formado durante o processamento térmico esta intimamente relacionado ao teor de lactose e a

exposicdo do produto ao calor. Portanto, a variabilidade do teor de lactose (CV de 2 a 12 %)
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ndo é capaz de justificar os elevados desvios obtidos para seu isdbmero, lactulose; sugerindo a
ocorréncia de variagdes do processamento térmico adotado pelas marcas M_x** e M_x***,

Ao considerar as marcas com apenas uma amostra coletada (M_x*) um CV abaixo de
6 % entre as duplicatas auténticas é encontrado, indicando que método CZE-UV apresenta
boa reprodutibilidade e corrobora com a inferéncia sobre a variabilidade do tratamento
térmico adotado pelas marcas M_x** e M_x***,

Quanto ao contetdo de lactose, as marcas apresentaram um valor médio de 4,45 g 100
mL™ e CV de 9 %, estando em conssonancia com os teores de 3,8 a 5,3 g 100 mL™ para leite
de vaca reportados na literatura (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006b). Trés marcas
que tiveram apenas uma amostra coletada (M_04, M_09 e M_12) apresentaram elevados
valores de CV: 8,31 %, 15,98 % e 11,20 %, respectivamente; possivelmente relacionado a
necessidade alguns ajustes do método visando melhorar sua reprodutibilidade na
determinacdo do teor desse dissacarideo. Podemos observar ainda na Tabela 2.4 que o CV
médio de k obtido nas determinacgdes de lactose foi menor comparado ao obtido para lactulose
(8,33 % e 12,26 %, respectivamente). De acordo com Ribani et al. (2004), a eficiéncia de
quantificacdo dos métodos analiticos varia em fungdo da concentracdo da substancia no meio,
sendo que na maioria dos casos, a dispersdo dos resultados aumenta com a diminuicdo da
concentragéo, o que corrobora com o comportamento dos CV de k.

E importante destacar ainda a reducio do CV de k para a determinaco de lactulose, de
22,90 % para 12,3%, quando comparado ao trabalho desenvolvido por Neves (2015). Essa
reducdo pode estar associada as modificacdes realizadas no flush entre as corridas
eletroforéticas, que reduzem a ocorréncia de residuos de amostra aderidos a parede do capilar,

consequentemente minimizando as possiveis interferéncias no sinal analitico.

2.3.2 Avaliacédo das Figuras de Mérito para o Método CZE-UV

O método proposto apresentou boa sensibilidade para quantificagdo dos isbmeros, uma
vez que os valores obtidos para LOD e LOQ da lactulose e lactose (Tabela 2.5) estdo abaixo
da faixa esperada para esses carboidratos em leite de vaca convencional submetido ao
processamento UHT. Ademais, um ligeiro ganho de sensibilidade e precisdo do método para
quantificacdo da lactulose foi observado ao comparar tais parametros com os resultados
obtidos por Neves (2015) (LOQ de 7,99 mg 100 mL™ e CVpyecisio de 5,27 %), estando em

consonancia com a reducéo do CV de k mencionada anteriormente.



64

Tabela 2.5 — Avaliacdo da sensibilidade, preciséo e recuperagéo para determinagéo de lactose
e lactulose em leite UHT convencional por CZE-UV

Recuperacdo da lactose

Lactulose Lactose Niveis %
(Mg100mL™) (g 100 mL") (9100 mL™")  Recuperacio®
L LODP 1,88 (+0,13) 0,025 (+0,001)
Sensibilidade LOQ? 6.25 (+0.43) 0,083 (+0,003) 0,50 96,5 (+1,5)
e 1,00 102,2 (£2,6)
Precisio Média 52,96 (+1,69) 4,71 (+0,18)

CV (%) 3,19 3,82 1,50 100,0 (+1,3)

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
Desvio-padrio entre parénteses: n = 4, °n = 15, °n = 6. CV: coeficiente de variagio.

De acordo com as diretrizes estabelecidas pela AOAC International (2002), analitos
cuja concentracdo encontra-se entre 10 e 100 mg 100 mL™ (faixa de ocorréncia da lactulose
em produtos submetidos ao processamento UHT) podem apresentar um desvio relativo entre
3 e 4 % para o teste de precisdo. Neste caso, verifica-se que o método CZE-UV esta em
acordo com os limites estabelecidos para determinacdo de lactulose, apresentando um CV de
3,19 % para o indicador térmico. Por outro lado, analitos com concentrag¢fes acima de 1 g 100
mL™? no produto final, como é o caso da lactose em leite de vaca convencional, a AOAC
(2002) estabelece um desvio relativo de 1,5 a 2,0 % para precisdo. Neste caso, podemos
verificar que o CV encontrado para a lactose foi de 3,82 %, estando acima do recomendado.
Portanto, esforcos precisam ser feitos para que a repetitividade do método quanto a
determinacéo de lactose seja aperfeigoada.

Considerando a faixa de recuperacdo obtida por Neves (2015) para lactulose (98 a
102%), uma faixa similar foi alcancada para a lactose (96 a 102 %) a qual esta em
conformidade com os niveis de recuperacdo previstos no guia de validacdo da AOAC
International (2002) (recuperacdo de 95 a 102 % para analitos cuja concentragdo encontra-se

acima de 1 g 100 mL™ até 10 g 100 mL™ na matriz).
2.4 CONCLUSAO

O método CZE-UV proposto por Neves (2015) para quantificacdo de lactulose em
leite UHT convencional foi avaliado quanto a sua aplicagcdo para quantificacdo de ambos 0s
isdbmeros lactose e lactulose. A quantificacdo dos isdmeros foi possivel considerando injegdes
distintas devido a necessidade de diluicdo da amostra para determinacéo do teor de lactose.
Um ganho de sensibilidade e precisdo para lactulose foi observado mediante aplicacdo de

flush de hidroxido de sddio, agua e BGE entre corridas. Quanto a quantificacdo da lactose,
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embora a sensibilidade e os niveis recuperacdo sejam aceitaveis, esfor¢os precisam ser feitos
para que a precisdo do método seja aperfeicoada. Ademais, futuras otimizacBes devem ser
trabalhadas objetivando reduzir o tempo de preparo de amostra, principalmente quanto a etapa
de liofilizacdo prévia, sendo um importante limitador para aplicacdo do metodo como

ferramenta de rotina.
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3 OTIMIZACAO DO METODO CZE-UV PARA ANALISE DE
LACTOSE E LACTULOSE EM LEITE UHT CONVENCIONAL E
HIDROLISADO

Nesta secdo serdo abordados os estudos realizados para otimizacdo do método
eletroforético utilizado na secdo 2 para que o mesmo seja aplicado na determinacdo dos

isdbmeros lactose e lactulose em diferentes matrizes lacteas.
3.1 INTRODUCAO

Diante da expansdo do setor de lacteos hidrolisados no cenario nacional e
internacional, 6rgdos reguladores estabelecem limites de lactose residual para classificacédo e
identificacdo desses produtos de modo a assegurar sua qualidade e a veracidade das
informagdes dispostas no rotulo. Portanto, a disponibilizacdo de métodos analiticos para a
determinacdo dos baixos teores de lactose esperados nessa nova classe de produtos lacteos
torna-se essencial e desperta o interesse tanto da industria quanto de entidades fiscalizadoras.

Portanto, o objetivo desta etapa do projeto foi aperfeicoar o método CZE-UV para
quantificar lactose e lactulose em amostras de leite UHT com matrizes bem distintas quanto
ao teor de lactose (leite convencional e leite hidrolisado). Para isso, a otimizacdo do método
contou com reajuste de parametros instrumentais e avaliacdo de métodos de preparo de

amostras visando obter um método aplicavel a ambas as matrizes convencional e hidrolisada.
3.2 PARTE EXPERIMENTAL

Ao se trabalhar com produtos lacteos com lactose hidrolisada novos interferentes
surgem no sistema visto que residuos de glicose e galactose sdo liberados no meio e estardo
presentes no extrato amostral, juntamente com a lactulose formada durante o tratamento
térmico e lactose residual e, portanto, novos testes de parametros eletroforéticos foram
executados na tentativa de reduzir o tempo de corrida e otimizar a separac¢éo dos analitos. Os
reagentes, amostras, instrumental e metodologias encontram-se descritos nos subitens a

sequir.
3.2.1 Reagentes e Amostras
Os reagentes utilizados s&o os mesmos listados no item 2.2.1 da Secéo 2 (p. 51).

Adicionalmente, padrées de glicose e galactose foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, EUA). Acido tricloroacético (TCA), acetato de zinco, acido fosfotugtico e etanol 99%
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v/v foram comprados da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, RJ, Brasil), todos em grau
analitico. Solucdes padrdes de lactose, lactulose, glicose e galactose foram preparadas na
concentracdo de 1 g 100 mL™ e estocadas a 4 °C.
Seis marcas comerciais (codificadas de M_1 a M_6) que fornecem tanto leite UHT
com teor regular de lactose quanto leite UHT com lactose hidrolisada foram selecionadas.
Uma amostra de cada tipo de leite foi coletada para cada uma das seis marcas
selecionadas, obtendo:
a) 06 amostras de leite UHT semidesnatado’ com lactose hidrolisada,
considerando a descrigdo “zero lactose” ou “lactose free” no rotulo do produto.
b) 06 amostras de leite UHT semidesnatado® convencional (com teor regular de
lactose).
As amostras convencionais foram identificadas no presente estudo como “REG”,
enquanto aquelas com lactose hidrolisada receberam a identificagdo “LH”. Todas as amostras
estavam dentro do periodo de validade, em embalagens herméticas de 1 L, e foram analisadas

em duplicas auténticas.

3.2.2 Condicdes Experimentais Pré-definidas

Algumas condicdes experimentais da Secdo 2 também foram utilizadas nesta secéo,
aqui brevemente resumidas: equipamento (Agilent modelo 7100 CE - Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA), composicdo do BGE de trabalho: (20 mmol L™ PDC, 50 mmol L™
NaOH e 0,5 mmol L™ CTAB, pH final > 12,5), frequéncia de aquisicdo de dados (2,5 Hz),
comprimento de onda monitorado (350 nm, com referéncia em 275 nm), capilares (TSP com
75 pum (i.d.), 58,5 cm (Lt) e 50,0 cm (Lg) — TSP 075150, Polymicro Technologies, Phoenix,
AZ, USA), e acondicionamento entre as corridas eletroforéticas (flush de NaOH 1 mol L™ por

3 min, seguido por agua deionizada e BGE durante 2 min cada).

3.2.3 Ajuste dos Parametros Instrumentais

Ao se trabalhar com leite UHT hidrolisado, residuos de glicose e galactose liberados
no meio estardo presentes no extrato da amostra juntamente com a lactulose e lactose residual.
Por essa razdo, o ajuste dos pardmetros instrumentais torna-se necessario visando obter a
melhor separacdo possivel dos carboidratos presentes no meio. Um planejamento fatorial do
tipo Box-Behnken 33 (trés fatores em trés niveis) com triplicata no ponto central foi utilizado,
considerando como fatores: pressdo de injecdo (Xi), tensdo aplicada (X;) e temperatura do

cartucho (X3), nos niveis: baixo (-1), médio (0) e alto (+1). Dessa forma, temos: pressdo de

1 com teor de gordura entre 0,6 e 2,9 % m/v.
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injecdo (10, 15 e 20 mbar), tensdo aplicada (-15, -17 e -20 kV) e temperatura (20, 22 e 25 °C),
mantendo-se o tempo da injecdo hidrodindmica em 2 segundos em todos 0s experimentos.

Os ensaios foram realizados em matriz REG e LH considerando uma amostra de cada,
selecionadas de forma aleatdria dentro do conjunto de amostras coletadas, sendo submetidas
ao mesmo processo de extracdo utilizado na Secdo 2 (método de clarificacdo Carrez | e II,
conforme descrito na Figura 2.1, p. 55). Foram realizados 15 experimentos para cada matriz

lactea, com os ensaios 13, 14 e 15 sendo equivalentes a triplicata no ponto central.

3.2.4 Métodos de Preparo da Amostra

Considerando os principais métodos de tratamento de amostras para leite fluido
reportados na literatura, tem-se o uso de TCA, acido acético glacial e acido fosfotungstico
como 0s agentes acidos mais comuns para precipitacdo de proteinas e obtencdo de
sobrenadante limpido para determinagdo de compsotos sollveis, como carboidratos e sais. A
precipitacdo proteica por acdo acida baseia-se na reducdo do pH do meio até o ponto
isoelétrico das proteinas, havendo assim uma neutralizacdo da carga liquida total da molécula
e consequemente aglomeracdo. Eventuais globulos de gordura presentes no meio sdo
carreados juntamente com a malha proteica formada (ADHIKARI; SAHAI; MATHUR, 1991,
MEINHART et al., 2011). Alguns estudos abordam também o uso de solventes organicos
como o etanol e a acetona agentes precipitantes, devido a menor solubilidade das proteinas em
meio organico visto que a constante dielétrica dos solventes organicos é menor que a da agua,
fazendo com que a interacdo proteina-proteina seja mais efetiva (ACQUARO JUNIOR et al.,
2013; CHAVEZ-SERVIN; CASTELLOTE; LOPEZ-SABATER, 2004).

Considerando o exposto, seis métodos de tratamento, preparo ou extracdo de amostra
usualmente utilizados em matriz lactea foram avaliados buscando-se uma condicéo 6tima para
reducdo de interferentes, principalmente gorduras e proteinas, aplicavel a anélise
eletroforética de ambas as matrizes lacteas (REG e LH). Além disso, objetivou-se melhorar a
frequéncia analitica do método CZE-UV mediante exclusdo da etapa de liofilizagdo prévia da
amostra (empregada na Secdo 2), na tentativa de viabilizar sua utilizacdo em anélises de

rotina. As principais etapas para cada metodo avaliado podem ser observadas na Figura 3.1.
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Figura 3.1 — Etapas experimentais dos métodos de extracdo avaliados para analise

eletroforética de leite UHT convencional e hidrolisado

E 1 E2 E 3 E 4 E 5 E6
amostra + 15 mL amostra + 14 ml, amostra + 25 mL amostra + 5 mL amostra 10 mL. amostra
| TCA40 % viv| H 5.5mL solucdo | F 50 1 dimenter 10 mL etanol +50 pL acido +20 mL etanol
(1:1) pré-tratamento* 95% viv acético glacial 99% viv
centrifugacio , L. banho banho .
H 10752 /10 | H 284 d“‘;’;“;id"‘ 4 termostatico termostatico centrifugacéo GgRemsics
= q.s.p. 60 °C/25 min 60 °C/25 min 5.376 g/10 min 80 °C (vacuo)
filtragem I resfriamento 20-25°C fii to 20-25°C filtr; i
L ualitati estabilizagdo - [ESTMENO agem ressuspensio em
qualitativa 202sec1 | [ € 2disdo Carrez1eIT | M e adicdo Carrez I eI qualitativa 10 mL etanol
sobrenadante (500 uL cada) (500 uL cada) sobrenadante 95 % viv
10 mL acetonitrila + 5 ml. acetonitrila +
FD =2 filtragerm 1 acetonitrila N _
] qua]jtitiva 1 diluente** etanol 95 % v/v FD~1 FD=1
q.s.p. 50 mL q.s.p. 50 mL
FD =3,33 | estabilizacdo a estabilizacio a
4°CMh 4°C/1h
1 filtragem filtragem
qualitativa qualitativa
FD = 3,57 FD=2

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

* solucdo pré-tratamento (9,1 % de acetato de zinco, 5,7 % de acido fosfotingstico, 5,8 % de acido
acético glacial). ** solucéo etanol 95 % v/v e agua deionizada (1:1). g.s.p.: “quantidade suficiente
para”. FD: fator de dilui¢do do método. Referéncia dos métodos: E_1: adaptado de Adhikari et al.
(1991) E_2: I1ISO / IDF (2007), E_3: Chavez-Sérvin et al. (2004), E_4: adaptado de Chavez-Sérvin et
al.(2004), E_5: Meinhart et al. (2011), E_6: Acquaro Junior et al. (2013).

Os métodos testados foram codificados de E_ 1 a E 6 (com E_3 sendo o método
previamente utilizado na Secdo 2). Todos os métodos selecionados foram aplicados
concomitantemente em matriz REG e LH considerando uma amostra de cada, selecionadas
aleatoriamente dentro do conjunto de amostras coletadas. Os extratos obtidos foram filtrados
em filtro de membrana 0,45 pum (RC45/13) Macherey-Nagel® (Bethlehem, PA, USA) antes

de serem injetados no equipamento.

3.2.5 Quantificacdo Utilizando Método por Adicdo de Padrdo com Um Incremento
(SPSA)
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Para quantificacdo de lactose, os extratos das amostras REG foram previamente
diluidos com &gua deionizada na proporcao 1:5 (extrato de amostra — volume final) enquanto
os extratos LH sofreram diluicdo na proporcdo 1:2 (extrato — volume final). Para
quantificacdo da lactulose, a diluicdo prévia dos extratos amostrais REG e LH ndo foi
necessaria.

O preparo dos reservatdrios de injecdo, tanto para quantificacdo do teor de lactose
quanto para o teor de lactulose foi executado da seguinte forma:

a) obtencdo do sinal da amostra (S;): transferiu-se 84 pL de extrato da amostra

(diluido ou ndo, dependendo do analito a ser analisado) para um reservatério
de injecdo de capacidade de 100 pL, com posterior adigdo de 16 pL de agua
deionizada;

b) obtencdo do sinal da amostra + padréo (S,): transferiu-se 84 pL de extrato da

amostra (diluido ou ndo, dependendo do analito a ser analisado) para um
reservatorio de capacidade de 100 pL seguida da adicdo de 16 pL de solucédo
do padréo (lactose ou lactulose) a 1 g 100 mL™.

Antes de efetuar as injecbes, todos os reservatdrios foram homogeneizados em
agitador tipo vortex durante 10 s. Os calculos das concentra¢des de lactose e lactulose (Cx, em
que x é o analito de interesse) foram conduzidos através da Equacdo 2.1 (p. 56), a qual
considera o sinal analitico obtido para a amostra (S;), o sinal obtido para amostra + padrdo
(S2), o volume da aliquota de amostra utilizado (Vy, nesse caso, 84 uL), a concentracdo do
padréo adicionado (Cs, de 1 g 100 mL™) e o volume de padréo adicionado (Vs 16 pL).

Ao final do célculo, todas as concentra¢des foram ajustadas quanto ao fator de dilui¢do
proveniente do método de extracdo e da etapa de diluicdo do extrato, quando necessario.

3.2.6 Avaliacéo das Figuras de Mérito para o Método CZE-UV

As figuras de mérito: sensibilidade, precisdo intralaboratorial e exatiddo foram
avaliadas nesta etapa do projeto através do calculo do LOD e LOQ, repetitividade e teste de
recuperacao, respectivamente.

Para o célculo do LOD e LOQ, foram consideradas trés regides da linha de base
proximas aos picos de interesse e as Equacdes 2.3 e 2.4 (p. 57). Neste caso, os limites para
lactulose foram calculados para as matrizes lacteas REG e LH, com um total de 30
observagbes (6 amostras REG e 4 amostras LH, pois duas amostras de matriz LH

apresentaram teor de lactulose abaixo do limite de quantificacdo do método). Ja os limites da
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lactose foram avaliados apenas nas amostras LH, tendo em vista 0os menores teores desse
dissacarideo nessa matriz, totalizando 18 observagdes.

A repetitividade foi realizada mediante analise de uma amostra REG e de uma amostra
LH, escolhidas aleatoriamente, considerando seis réplicas auténticas para cada, analisadas em
um mesmo dia de trabalho (RIBANI et al., 2004).

O teste de recuperacdo considerou trés niveis de adicdo: 1,0, 1,5 e 2,0 vezes o limite
permitido para lactose (0,1g 100 mL™) ou sugerido para lactulose (60 mg 100 mL™) (AOAC
INTERNATIONAL, 2002).

3.2.7 Andlises Estatisticas

Todo o tratamento estatistico dos dados, incluindo testes de hipdtese, estatistica
descritiva e testes comparativos, foi realizado empregando-se o software Excel® 14.0 ver.
(Microsoft Office, 2010).

O efeito do tipo de matriz na mobilidade dos analitos e do EOF foi avaliado visando
confirmar se as variacbes ocorridas nos t, sdo estatisticamente significativas e se o
deslocamento do tn, (Aty) do analito entre as matrizes é similar ao deslocamento que ocorre
com o EOF. As hipéteses testadas consideraram:

a) avaliagdo do ty, e Aty da lactulose e EOF nas determinagdes de lactulose (sem

diluicdo do extrato da amostra) e,
b) avaliagdo do t, e Aty da lactose e EOF obtidos nas determinacGes de lactose

(com diluicéo do extrato da amostra).

3.2.7.1 Determinag0es de lactulose (sem diluicdo do extrato)

Hipotese 1
Ho: t lactulosereg =t lactulose, 4

H.: t., lactulosegeg # tn, lactulose

Hipdtese 2
Ho: tm EOFREG =ty EOFLH
H.: tn EOFRreg # tm EOF 1

Hipdtese 3
Ho: Aty lactulose = At,, EOF
Ha: Aty lactulose # At,, EOF
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3.2.7.2 Determinagdes de lactose (com diluigio do extrato)

Hipdtese 1
Ho: t lactoseres = ty, lactose

H.: t, lactosereg # tm lactose,

Hipotese 2
Ho: tm EOFREG =ty EOFLH
Ha: tm EOFREG *t, EOF 4

Hipdbtese 3
Ho: Aty lactose = At,,, EOF
Ha: Aty lactose # At EOF

Sendo o Aty, calculado pela aplicagéo da Equacéo 3.1 abaixo:
Atm' =t REG —tn' LH  (3.1)

Onde: i é o analito (lactose ou lactulose) ou o0 EOF.

O efeito da etapa de diluicdo nos t, também foi estudado para a lactose e o0 EOF na
matriz REG, assim como realizado na Se¢do 2 (subitem 2.2.7 p. 57). Os testes de hipdtese

testados encontram-se descritos abaixo:

Hipotese 1
Ho: tn lactosegeg S/ dil. = t,, lactosegeg ¢/ dil.

H.: t, lactosegeg s/ dil. # ty, lactosegreg ¢/ dil.

Hipdtese 2
Ho: tm EOFREG s/ dil = tm EOFLH c/ dil.
Ha: tm EOFREG s/ dil #t,, EOF 4 c/ dil.

Hipotese 3
Ho: Aty lactose = At,,, EOF
Ha: Aty lactose # At EOF

Aty calculado considerando Equagéo 2.5 (p.58).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Um estudo da mobilidade efetiva (ls), Figura 3.2, foi realizado considerando o pKa
dos monossacarideos glicose (12,28) e galactose (12,35) e dos dissacarideos lactose (11,98) e
lactulose (10,28), e considerando os parametros instrumentais utilizados na Secdo 2. A ordem
de migracdo dada pelo estudo da s dos analitos foi comprovada ao se injetar uma mistura de
padrdes, seguida de injecOes com incremento de cada analito. A ordem de migracdo
experimental dos referidos agucares € mostrada no grafico A (Figura 3.2).

Figura 3.2 — Estudo da mobilidade efetiva (Ues) para lactulose (1), glicose (2), lactose (3) e
galactose (4), indicando a ordem de migracdo dos analitos ao longo da faixa de pH e; gréfico
A obtido experimentalmente para soluc&o de padrdes a 1 mg mL™ em pH > 12,5

——} LACTULOSE ——p GLICOSE —4— i LACTOSE —#—p GALACTOSE

0.3
0.2
0.1

-0.1
-0.2
-0.3
-0.4
-0.5
-0.6
-0.7

Mo (10° cm? V1 s71)

0 15 3 45 6 5 9 105 12 135 15 186.5
pH

Fonte: Adaptado de de Oliveira Neves e Leal de Oliveira (2020).
Parametros eletroforéticos: injecéo (10 mbar 2 s), tenséo (-15 kV), temperatura (20 °C), frequéncia
(2,5 Hz), deteccdo (350 nm, referéncia em 275 nm), capilar (TSP 75 um i.d., 50,0 cm Lg).

3.3.1Ajuste dos Parametros Instrumentais

Para o planejamento fatorial Box-Behnken 33, a razdo entre a resolucéo (Rs) do par de
picos de interesse, de acordo com o tipo de matriz avaliado, e o tempo de migracdo do ultimo

analito (tm) foi utilizada como resposta (R), conforme Equacdo 3.2:
RMinY) = (Rs/tws)  (3.2)

A resposta monitorada foi projetada para fornecer uma boa resolucéo de pico entre 0s
pares de analitos: lactulose-lactose (na matriz REG) e glicose-galactose (na matriz LH), com
menor tempo de corrida eletroforética. E importante destacar que nos produtos lacteos LH os

carboidratos majoritarios sdo glicose e galactose e, portanto, uma boa separacdo desses
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monossacarideos (picos 2 e 4, respectivamente) é mandatoria, pois a lactose (pico 3) apresenta
Hefr intermediaria a estes monossacarideos. Os ensaios que forneceram a maior resposta foram
avaliados quanto ao perfil eletroforético objetivando selecionar a condicdo mais adequada
para aplicacdo em ambas as amostras REG e LH. A matriz de contrastes e as respostas obtidas

estdo apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Matriz do planejamento experimental Box-Behnken 33 para ajuste dos

parametros instrumentais e analise eletroforética de leite UHT convencional e hidrolisado®

Ensaio Efeitos R (min™)
X X, X3 REG LH

CE 01 -1 -1 0 0,007 0,075
CE 02 +1 -1 0 0,066 0,056
CE 03 -1 +1 0 0,091 0,085
CE 04 +1 +1 0 0,074 0,080
CE_05 -1 0 -1 0,078 0,068
CE 06 +1 0 -1 0,009 0,083
CE 07 -1 0 +1 0,009 0,078
CE_08 +1 0 +1 0,062 0,086
CE 09 0 -1 -1 0,059 0,070
CE_10 0 +1 1 0,094* 0,105*
CE 11 0 -1 +1 0,046 0,076
CE 12 0 +1 +1 0,088 0,105*
CE 13 0 0 0 0,078 0,076
CE 14 0 0 0 0,079 0,076
CE 15 0 0 0 0,079 0,077

Fonte: Adaptado de de Oliveira Neves e Leal de Oliveira (2020).

a De acordo com o rétulo do produto, sendo REG: matriz convencional, ou com teor regular de
lactose, e LH: matriz com lactose hidrolisada. Matriz de efeitos e niveis, sendo:

X1: Pressdo de injecdo (mbar): (-1) 10, (0) 15, (1) 20;

X2: tenséo aplicada (kV): (-1) -15, (0) -17, (1) -20;

X3: temperatura do cartucho (°C): (-1) 20, (0) 22, (1) 25.

* maior valor.

E possivel observar que o valor mais alto para a resposta da matriz REG foi obtido
pela combinacdo de pardmetros do ensaio CE_10 (R(min™) = 0,94), enquanto dois ensaios
(CE_10 e CE_12) forneceram valores idénticos (R(min™) = 0,105) para a matriz LH (0s
valores encontram-se destacados com um asterisco na Tabela 3.1).

Os ensaios CE_10 e CE_12 diferem entre si somente quanto a temperatura do cartucho
(20 °C e 25 °C, respectivamente), cujos perfis eletroforéticos encontram-se dispostos na
Figura 3.3. Os perfis eletroforéticos obtidos em todos os ensaios do planejamento fatorial

encontram-se dispostos no Apéndice B.
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Figura 3.3 — Perfis eletroforéticos de leite UHT convencional (REG) e hidrolisado (LH)
submetidos aos ensaios CE_10 (A) e CE_12 (B). Picos: (1) lactulose, (2) glicose, (3) lactose e
(4) galactose

(o

EOF

E | | JUL

EOF

10 mAU
10 mAU

EOF

10 mAU
10 mAU

EOF

!IJ 9 1ID 1I1 1I2 7 8 9 10 1" 12

Tempo (min) Tempo (min)

Fonte: Adaptado dede Oliveira Neves e Leal de Oliveira (2020).

Parametros instrumentais: CE_10 (15 mbar/2 s, -20 kV, 20 °C), CE_12 (15 mbar/2 s, -20 kV, 25
°C). CondicOes experimentais: extracdo da amostra (método de clarificacdo com Carrez | e Il),
frequéncia (2,5 Hz), detecgdo (350 nm, referéncia em 275 nm), capilar (TSP 75 pmi.d., 50,0 cm Lg).
EOF: fluxo eletrosmotico.

Ao comparar os eletroferogramas A e B de cada matriz podemos observar o efeito do
aumento da temperatura na reducdo do tempo de migracdo e o consequente comprometimento
da identificagcdo do pico de lactulose (pico 1) das amostras REG e LH. Tais alteragfes no
perfil eletroforético podem ser atribuidas ao abaixamento da viscosidade do meio ocasionado
pelo aumento da temperatura, provocando aumento da velocidade do EOF, o que pode gerar
problemas de comigracdo caso os analitos apresentem mobilidades muito préximas
(TAVARES, 1997). O efeito da temperatura na separacao do par de picos lactulose-lactose da
amostra REG pode ser observado numericamente pela reducdo da resposta calculada, de
0,094 no ensaio CE_10 para 0,088 no ensaio CE_12 (Tabela 3.1). Contudo, para a amostra
LH, a reducdo do tempo de migracdo e da resolucdo dos picos glicose-galactose, causada pelo
aumento da temperatura do cartucho em CE_12, coincidentemente gerou uma razao igual a

obtida para o ensaio CE_10 (0,105). Por esse motivo a avaliacdo dos dados numéricos deve
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sempre estar associada a uma analise detalhada do perfil eletroforético dos ensaios com
respostas similares. Diante desses achados, conclui-se que o ensaio CE_10 fornece as
condi¢cdes mais adequadas para identificacdo e quantificacdo dos analitos sendo aplicavel a
ambas as matrizes lacteas REG e LH.

3.3.2 Estudo dos Métodos de Preparo da Amostra

Os eletroferogramas obtidos considerando os métodos de extracdo de E 1 a E 6
encontram-se representados na Figura 3.4, os valores de resolu¢do dos pares de pico foram
calculados considerando a largura do pico a meia altura (wyy) através do software
Chromophoreasy (v.15.09.08) (VAZ et al., 2016).

Figura 3.4 — Perfis eletroforéticos de amostras de leite UHT convencional (REG) e
hidrolisado (LH) submetidas aos métodos de extracdo E_1 (1), E_2 (11), E_3 (1l1), E_4 (1V),
E 5(V) e E_6 (VI). Picos: (1) lactulose, (2) glicose, (3) lactose e (4) galactose
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Fonte: Adaptado de de Oliveira Neves e Leal de Oliveira (2020).

Parametros eletroforéticos: ensaio CE_10: injecdo (15 mbar/2 s), tenséo (-20 kV), temperatura (20
°C), frequéncia (2,5 Hz), deteccéo (350 nm, referéncia em 257 nm), capilar (TSP 75 um i.d., 50,0 cm
Lg).
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Podemos verificar que os perfis eletroforéticos dos métodos E_2 e E_5 (gréficos 1l e
V) apresentam linhas de base instaveis e ombros, associados & ineficacia dos procedimentos
de extracdo, que podem comprometer a quantificacdo dos analitos. Considerando os demais
métodos com perfis razoavelmente estaveis na regido de interesse, observa-se que ao utilizar
os métodos E_3 e E_4 (graficos Il e 1V) ndo foi possivel a identificacdo do pico de lactulose
(pico 1) da amostra LH, embora uma boa resolucéo do par glicose-galactose tenha sido obtida
(Rs2.4) > 2,0) . O fato de néo ser possivel identificar todos os analitos em ambas as matrizes
lacteas (REG e LH) inviabiliza a selecdo do método, pois deseja-se encontrar um método
aplicavel tanto em leites convencionais quanto em leites hidrolisados.

Quanto aos métodos E_1 e E_6 (graficos | e V1), verifica-se boa resolucdo dos pares
de interesse (Rs > 1,5) para as matrizes REG e LH. Porém, por apresentar uma etapa
envolvendo evaporacdo do solvente, o0 método E_6 demanda intenso controle para que ndo
ocorra degradacgéo da lactose por aquecimento, o0 que poderia comprometer a quantificacéo de
seu isdmero, lactulose. Embora tenha apresentado resolucdes ligeiramente mais elevadas que
0 método E_1, o método E_6 foi desconsiderado, necessitando de maiores estudos para uma
aplicacdo confiavel. Diante desses resultados, o0 método E_1 foi selecionado, pois possibilitou
0 preparo de amostras de leite UHT REG e LH com a determinacdo eletroforética dos

isbmeros lactulose e lactose.

3.3.2.1 Comparativo entre os métodos oficiais ISO e 0 método CZE-UV

O método enzimatico oficial é baseado na determinacédo espectrofotométrica da frutose
potencialmente liberada pela a¢do da B-galactosidase durante a hidrolise da lactulose presente
no leite. Apesar da possibilidade de analisar vérias amostras simultaneamente, o método
enzimatico é caracterizado pelo uso de seis enzimas diferentes com um tempo total de analise
de aproximadamente 13 h. A etapa de preparacdo da amostra além de demandar refinado
controle de temperatura, necessita de longos periodos de incubacdo (ISO / IDF, 2004). O
método oficial por HPLC-RID baseia-se na separacdo dos analitos empregando uma coluna
de separacgdo especifica para carboidratos e uma pré-coluna. A etapa de preparo da amostra
deste método (identificada e avaliada no presente estudo como ensaio E 2 — p. 69) é
caracterizada pelo uso de inimeros reagentes além de estabilizacdo do sistema de extracao por
1 h antes da injecdo. No entanto, os resultados obtidos ndo foram satisfatorios quanto a
aplicacdo desse método para eletroforese capilar, conforme Figura 3.4 (p. 76). Além disso,

deve-se atentar para um periodo de 1 h entre injeces de amostras consecutivas para
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estabilizacdo do sistema cromatogréfico e garantia da limpeza da coluna, conforme previsto
nas diretrizes do método oficial (ISO / IDF, 2007). Dessa forma, o longo tempo de execucéao
exigido por esses métodos, além da necessidade de grandes quantidades de reagentes e o alto
custo de enzimas séo caracteristicas que impactam negativamente a aplicacdo como métodos
de rotina. E valido destacar que a aplicagdo desses métodos oficiais na quantificagdo de
lactose em leite LH n&o é mencionada.

Para avaliar a frequéncia analitica, apenas o0os métodos de separacdo foram
considerados, pois possuem etapas bem similares de execucdo caracterizadas por: preparo de
amostra/injecdo/quantificacdo. Embora seja possivel o preparo de mais de uma amostra ao
mesmo tempo por ambos 0s métodos E_1 (utilizado no método CZE-UV) e E_2 (utilizado no
método de referéncia por HPLC-RID), a titulo comparativo, este estudo contemplou a analise
de apenas uma amostra de leite UHT (em duplicata auténtica).

Um comparativo dos métodos pode ser observado na Figura 3.5 contendo uma
estimativa do tempo médio gasto em cada etapa. Podemos observar que a etapa de preparo de
amostra escolhida para o0 método eletroforético é mais rapida e de facil execucdo, pois utiliza
uma solucdo aquosa composta exclusivamente por TCA, seguida de centrifugacdo e filtracdo
(ensaio E_1, descrito no subitem 3.2.4 - p. 68-66), apresentando um tempo médio de execucdo
de = 20 min. Enquanto a etapa de preparo do método HPLC-RID € realizada em
aproximadamente 80 min (20 min de execucdo e 60 min de estabilizacdo do sistema).

Quanto aos processos de separacdo, a corrida cromatogréafica é realizada em 25 min,
enquanto a corrida eletroforética requer aproximadamente 12 min. Dessa forma, o preparo da
amostra e a corrida de separacao do método oficial por HPLC-RID, o qual utiliza modelagem
externa para quantificacao, requer aproximadamente 130 min para quantificacdo do contetdo
de lactulose de uma amostra de leite (80 min para a etapa de preparo e 50 min de corrida
cromatografica, considerando duplicatas auténticas). Enquanto isso, o teor de lactulose é
determinado em 68 min pelo método CZE-UV proposto (20 min para o preparo da amostra e
48 min de corrida eletroforética; assumindo-se duas injecdes por réeplica, uma vez que 0

método de quantificacdo usado é o SPSA).



Figura 3.5 — Comparativo dos métodos HPLC-RID e CZE-UV enfatizando o tempo gasto nas etapas de preparo de amostra, separacdo

e quantificacdo para uma amostra de leite UHT analisada em duplicatas auténticas (REP 1 e REP 2)
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Destaca-se ainda na Figura 3.5, a determinacdo do teor de lactose por CZE-UV
utilizando-se 0 mesmo extrato obtido para analise de seu isdmero. Dessa forma, uma amostra
de leite tem suas concentracdes de lactose e lactulose determinadas, em duplicatas auténticas,
em aproximadamente 116 min (20 min para preparo da amostra, 48 min para as corridas
eletroforéticas de lactulose, e finalmente, 48 min para as corridas eletroforéticas de lactose),
empregando-se 0 mesmo capilar, eletrélito e procedimento de extracao.

Diante do exposto, podemos afirmar que o método eletroforético proposto apresenta
uma frequéncia analitica superior ao método oficial por HPLC-RID. Ademais, o tempo
necessario para a constru¢cdo do modelo de calibracdo externa do método oficial ndo foi
considerado nos calculos acima. A quantificacdo utilizando-se calibracdo externa pelo método
dos minimos quadrados ordinarios ndo é recomendada para matrizes complexas como o leite,
ja que inimeras variacGes podem ocorrer de amostra para amostra. Ao se utilizar o método de
quantificacdo SPSA, eventuais variagdes no sinal monitorado decorrentes do efeito de matriz
ndo irdo afetar a quantificacdo do analito, pois irdo ocorrer em ambas as injecdes (amostra e
amostra + padréo). O uso do método SPSA ¢é recomendado e se justifica para os casos de
analises de rotina de amostras complexas, nos quais a aplicacdo do método de adicdo de
padrdo convencional torna-se inviavel devido ao nimero elevado de amostras e tempo gasto
na quantificacao.

E valido mencionar ainda o mérito do método CZE-UV quanto aos conceitos da
Quimica Verde, considerando:

a) a cada 16 injecOes subsequentes efetua-se a troca do par de reservatorios de
BGE dos eletrodos e dos reservatérios de BGE, NaOH e agua deionizada
utilizados para limpeza entre corridas, sendo que cada reservatorio apresenta
um volume de 0,5 mL.

Assim, temos um gasto de 1,5 mL de BGE, 0,5 mL de agua
deionizada e 0,5 mL de NaOH 1 mol L™ cada 16 injecdes.

b) um total de 8 injecBes & necessario para que 01 amostra de leite tenha seus
conteudos de lactose e lactulose determinados em duplicatas auténticas.

Portanto, temos que 02 amostras distintas de leite (16 injecdes)
podem ser avaliadas com o volume de BGE, agua deionizada e
NaOH supracitados.

Logo, estima-se que o preparo diério de 30 mL de BGE, 10 mL de &gua deionizada e

10 mL de solucdo NaOH 1 mol L™ s&o necessarios para quantificacdo de lactulose e lactose
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em 38 amostras, em duplicatas auténticas, considerando ainda o acondicionamento inicial e

final do capilar.

3.3.3 Quantificacdo dos Teores de Lactulose e Lactose em Amostras Comerciais de Leite

UHT Convencional e Hidrolisado

Os eletroferogramas obtidos para as amostras REG e LH da marca M_3 sdo mostrados
na Figura 3.6. Como a quantificacdo de cada isdbmero foi realizada separadamente, devido a
etapa de diluicdo dos extratos para determinacao da lactose, temos: grafico A correspondendo
aos sinais analiticos para quantificacdo da lactulose enquanto os sinais analiticos para a
lactose sdo observados no grafico B. Os perfis eletroforéticos obtidos para as demais marcas

avaliadas encontram-se dispostos no Apéndice C.

Figura 3.6 — Perfis eletroforéticos obtidos na quantificagdo de lactulose (A) e lactose (B) em
amostras de leite UHT convencional (REG) e hidrolisado (LH) da marca M_3. Picos: (1)
lactulose, (2) glicose, (3) lactose e (4) galactose. Linha cheia refere-se ao sinal analitico do

extrato da amostra e linha tracejada ao sinal do extrato + padrdo do analito a ser quantificado

30 mAU
30 mAU

15 mAU
15 mAU

Tempo (min) Tempo (min)

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Condigdes experimentais: preparo da amostra (método E_1: TCA 40% m/v), pardmetros
eletroforéticos (ensaio CE_10: 15 mbar/ 2s, -20 kV e 20 °C), deteccéo (350 nm, referéncia
em 275 nm), capilar (TSP 75 pumi.d., 50,0 cm Lg).
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Ao comparar os graficos A das amostras REG e LH podemos observar varia¢fes no tp,
da lactulose (pico 1). Este comportamento também ¢ observado para a lactose (pico 3) quando
os graficos B das amostras REG e LH sdo confrontados. Por outro lado, ao comparar 0s
gréficos A e B da matriz REG ¢é possivel observar uma variagdo no tn, da lactose (pico 3), se
assemelhando ao comportamento evidenciado anteriormente na Segéo 2, quando o extrato da
amostra foi diluido para determinacéo do teor desse carboidrato.

Os valores de t,, dos analitos e EOF estdo dispostos na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Tempos de migracao (tm,), em min, da lactulose, lactose e fluxo eletrosmético
(EOF) obtidos para todas as marcas de leite UHT selecionadas

Determinagdes de Determinagdes de
Lactulose** Lactose***

Matriz” Marca tm Lactulose t, Lactose tm EOF tn Lactose tm EOF
M 1 9,75 9,98 10,94 10,06 11,82

M 2 9,23 9,50 10,82 9,50 11,30

M 3 9,13 9,40 10,96 9,65 11,56

REG M 4 9,44 9,66 10,71 9,30 10,93
M 5 9,53 9,73 10,65 9,08 10,98

M_6 9,44 9,66 10,71 9,64 11,56

Média® 9,42 9,66 10,80 9,54 11,36

CV (%)? 2,33 2,07 1,20 3,25 3,11

M 1 8,88 n.d. 10,60 8,73 10,44

M 2 9,02 n.d. 10,62 8,65 10,34

M 3 9,38 n.d. 10,83 8,64 10,37

LH M 4 9,38 n.d. 10,88 8,65 10,36
M 5 8,88 n.d. 10,59 8,65 10,36

M_6 9,06 n.d. 10,69 8,75 10,43

Média® 9,13 n.a. 10,70 8,68 10,38

CV (%)? 2,53 n.a. 1,17 0,58 0,40

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

* De acordo com o rétulo do produto, sendo REG: matriz convencional, ou com teor regular de
lactose, e LH: matriz com lactose hidrolisada. Extrato das amostras: **sem diluicdo e ***com
diluicdo. * Valor médio e coeficiente de variagdo (CV) para n = 6. n.d.: pico ndo detectado. n.a.: ndo se
aplica.

A avaliacdo do efeito de matriz e do efeito de diluicdo nos t, e Aty dadas as hipdteses
propostas no subitem 3.2.7 (p. 71) foi realizada por estatistica paramétrica empregando-se 0
teste t pareado j& que um comportamento com distribuicdo normal foi observado (teste
Shapiro-Wilk: p-valor > 0,05) para todas as diferengas testadas. Os valores de t calculado

encontram-se dispostos na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 — Avaliagdo do efeito do tipo de matriz e da dilui¢cdo dos extratos das amostras nos
tempos de migracgdo (ty) dos analitos e do fluxo eletrosmético (EOF)

Teste t pareado®

Tipo de matriz Diluigdo do extrato da amostra
Lactulose EOF Lactose EOF Lactose EOF
¢ tm 2,14 139 6,85 7,37 0,87 5,09
caleulado A 1,47 2,42 6,77

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
# teritico (n = 6, a = 0,05) = 2,57. Atm: deslocamento do tm.

De acordo com os dados apresentados, & possivel notar que o tipo de matriz ndo
influencia significativamente os ty, da lactulose e do EOF, assim como os deslocamentos dos
mesmos entre as matrizes REG e LH (tcaculado < teritico Para tm € Aty). Portanto, podemos
afirmar que as variacdes do pico de lactulose e EOF observadas nos perfis eletroforéticos das
amostras REG e LH néo séo estatisticamente significativas.

Por outro lado, verifica-se que os ty da lactose e do EOF encontrados na matriz REG
sdo estatisticamente diferentes de seus t, quando em matriz LH (tcaicutado > teritico); O que pode
estar relacionado a diferenca de forca ibnica entre as matrizes (atrelada a presenca dos
acucares glicose e galactose na matriz LH) havendo consequentemente uma variacdo da
velocidade do EOF. No entanto, seus deslocamentos ndo diferem estatisticamente entre si
(tcatculado < teritico), OU Seja, 0 deslocamento do t, da lactose entre as matrizes REG e LH é
similar ao observado para o t, do EOF entre tais matrizes lacteas. Assim, o deslocamento
desses t, ocorre igualmente entre as matrizes, embora 0s t;, sejam significativamente
influenciados pelo tipo de matriz. Este comportamento pode ser considerado um padrdo de
separacdo inerente as matrizes REG e LH devido as diferencas composicionais existentes
entre elas.

Considerando os resultados para o efeito da diluicdo do extrato, nota-se que apenas o
tn da lactose ndo foi estatisticamente influenciado por esse processo (tcaiculado < teritico). O
deslocamento apresentado pela lactose diferiu do deslocamento observado para o EOF, assim
como 0s ty do EOF (tcaiculado > teritico)-

Quanto a quantificacdo dos teores de lactulose e lactose nas marcas selecionadas, 0s

dados encontram-se dispostos na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4 — Teor médio de lactulose e lactose, e seus respectivos valores de coeficiente de
variacdo (CV) e slope (k), para as amostras de leite UHT convencional e hidrolisado®

Lactulose Lactose
Marca 1 cv k n CV k
(mg 100mL") (%)  (mAUmL mg?) (g 100mL) (%) (mAU mL mg™)
M_1 34,12 1,85 21,34 4,78 0,42 26,80
M_2 20,13 0,03 24,17 4,80 0,08 24,74
M_3 55,72 5,57 24,64 4,63 0,21 2391
0] M 4 36,44 0,45 23,08 4,70 0,46 25,77
£ M5 19,42 0,67 23,72 4,71 0,04 26,31
M_6 47,73 2,03 23,66 4,80 0,15 26,58
23,44 25,69
N=12° 35,59 4083 cv (%)= 4,91 4,74 147 cv (%) =444
M 1 n.g. n.g. n.g. 0,1177 0,25 23,18
M_2 9,68 0,37 24,30 0,0967 0,29 23,09
M_3 12,36 6,47 24,25 0,1174 0,17 23,96
T M 4 19,65 1,13 26,64 0,1065 0,34 23,80
- M 5 n.g. n.g. n.g. 0,0964 0,17 20,61
M_6 10,42 1,99 25,20 0,1071 0,14 23,47
N = 12° 1303 34,99 25,10 0,1070 841 23,02

CV (%) = 4,46 CV (%) = 5,34

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

“De acordo com o rétulo do produto, sendo REG: matriz convencional, ou com teor regular de lactose,
e LH: matriz com lactose hidrolisada. Valores médios para duplicatas auténticas (n = 2). ° valor médio
e CV considerando todas as observagdes de cada matriz (N = 12). n.g.: ndo quantificado (abaixo do
limite de quantificacéo).

Considerando a lactulose como indicador térmico, em estudos propostos por Cattaneo
et al. (2008), Elliott et al. (2005), Feinberg et al. (2006) e Morales et al. (2000) foram
encontrados valores médios de lactulose para leite submetido ao tratamento térmico UHT
direto e indireto de (29,8 e 60,6), (12,5 e 46,6), (14,4 e 40,0) e (12,0 e 35,3) mg 100 mL™,
respectivamente. Diante do comportamento relatado na literatura e analisando os teores de
lactulose obtidos apenas para as amostras de leite REG (faixa de 19,42 a 55,72 mg 100 mL™),
podemos observar que nossos resultados estdo em acordo com os dados da literatura.
Ademais, embora o tipo de processo UHT ndo tenha sido mencionado no rétulo dos produtos
selecionados, a ampla faixa de concentracdo de lactulose encontrada nas amostras (CV de
aproximadamente 41 %) pode estar associada as diferentes combinacfes de temperatura e
tempo de exposicao ao calor e a adogdo de diferentes processos UHT (direto e indireto). No
entanto, todas as marcas apresentaram niveis de lactulose dentro da faixa recomendada pela
IDF (10 a 60 mg 100 mL™) para tratamento térmico UHT, o que nos leva a crer sobre a
inexisténcia de aquecimento adicional ao processamento térmico. Por outro lado, as amostras

LH apresentaram concentracdes mais baixas de lactulose (variando de 9,68 a 19,65 mg 100
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mL™), quando comparadas com suas respectivas amostras convencionais (REG M_i versus
LHM i,ondei=1,23,4,5€e6).

E interessante notar que quando se analisa a concentracio de lactulose em relagdo ao
conteddo de lactose do produto, temos que o teor de lactulose médio da matriz LH
corresponde a aproximadamente 12 % do seu teor de lactose (13,03 mg 100 mL™ para 0,1070
g 100 mL™), enquanto na matriz REG, a lactulose representa 0,8 % do teor de lactose médio
(35,59 mg L™ para 4,74 g 100 mL™). Messia et al. (2007) avaliaram 14 amostras comerciais
de leite UHT LH quanto ao contetdo de lactose, lactulose, glicose e galactose. Os autores
encontraram um comportamento similar em trés amostras com baixo teor de lactose (0,40,
0,30 e 0,30 g lactose 100 mL™ produto, respectivamente), cujas concentracdes de lactulose
eram de 40,1, 30,9 e 26,5 mg 100 mL™, respectivamente. Ou seja, percentuais de lactulose
entre 8,8 e 10,3 % em relacdo ao teor de lactose. Os autores verificaram ainda elevados niveis
de glicose e galactose nas amostras hidrolisadas, sendo um indicativo de que esses agucares
ndo haviam sido submetidos ao aquecimento e, portanto, ndo havendo degradacdo ou
isomerizacdo dos mesmos. Nesse contexto, os autores confirmaram que o processo de
hidrolise enzimatica foi realizado ap6s o tratamento térmico e que o teor de lactulose
identificado foi formado considerando a concentracdo regular de lactose, justificando o
elevado % em relacdo ao teor de lactose do produto final. Ruiz-Matute et al. (2012) e Sakkas
et al. (2014) também demonstraram baixos niveis de formacdo de lactulose em leites
hidrolisados comparados a amostras de leites convencionais quando submetidos as mesmas
condicdes de aquecimento, corroborando com os dados encontrados no presente trabalho.

Diante dos achados reportados na literatura e avaliando o perfil das amostras LH
coletadas no presente trabalho, podemos destacar trés fatores:

a) elevado % de lactulose em relacdo ao teor de lactose do produto final
encontrado nas amostras LH de todas as amostras selecionadas,

b) auséncia de mudancas significativas na coloracdo do produto final em
comparagao as amostras convencionais e,

c) todas as amostras coletadas apresentavam a inclusdo da enzima lactase na
lista de ingredientes, conforme solicitacdo legal para os casos de produtos
em que a enzima permanece ativa no produto final; ou seja, produtos
hidrolisados pos-processamento térmico,

Esses fatores convergem quanto & adocdo do processo de hidrolise asséptica pelas

indUstrias processadoras das marcas selecionadas.
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Sabe-se que quando o produto é hidrolisado antes do tratamento térmico, a formacao
do isémero em quantidades apreciaveis é reduzida devido ao menor contetdo de lactose
disponivel para isomerizacdo por acdo do calor. Por outro lado, caso a etapa de hidrdlise
ocorra apos o aquecimento do leite, a lactulose formada também pode ser hidrolisada pela
acdo da B-galactosidase microbiana adicionada (MENDOZA; OLANO; VILLAMIEL, 2005;
RUIZ-MATUTE et al., 2012). Dessa forma, em ambos os casos (hidrolise antes ou apds o
tratamento térmico) o uso da lactulose como indicador térmico torna-se inconclusivo, pois sua
formacédo estara condicionada ndo apenas ao tempo e temperatura de exposicao do produto ao
calor, mas também ao nivel de hidrélise da lactose alcancada e a atividade enzimatica da f-
galactosidase.

Quanto a quantificacdo da lactose nas amostras LH, podemos verificar uma
concentracdo média de 0,1070 g 100 mL™ (Tabela 3.4), correspondendo a um nivel de
hidrélise de aproximadamente 97 %, assumindo um teor de 4,75 g 100 mL™ de lactose
geralmente encontrada no leite de vaca. No Brasil, a ANVISA estabelece uma tolerancia de +
20 % para o conteudo dos ingredientes informados no rétulo do produto (BRASIL, 2003).
Neste caso, entende-se que produtos lacteos classificados como “isentos de lactose” podem
apresentar concentracdes desse dissacarideo variando de 0,08 a 0,12 g 100 mL™
Considerando o exposto, todas as marcas selecionadas estdo de acordo com a classificagcdo
"isentos de lactose". O CV médio de 8,5 % para o teor de lactose das marcas LH permite
inferir sobre possiveis variacbes no processo de hidrolise, como atividade enzimaética,
temperatura e tempo de incubacdo; ou ainda, controle analitico ineficiente do processo. Tal
hipotese é suportada pelo fato de que a lactose é o constituinte do leite de vaca que menos
sofre modificagdes ao longo de todo periodo de lactagdo do animal (FOX; MCSWEENEY,
1998) e, portanto, a padronizacdo dos fatores supracitados provavelmente resultaria em
produtos com niveis de hidrélise similares. O teor médio de lactose encontrado para as
amostras de leite UHT REG bem como o baixo CV encontrado (4,74 g 100 mL™ e 1,5 %,
respectivamente) confirmam o comportamento esperado desse dissacarideo em leite
convencional, evidenciando a baixa variabilidade do mesmo.

Os valores da inclinagcdo, ou slope, (k) obtidos experimentalmente apresentaram
desvios proximos a 5 % para ambos os isdmeros considerando as matrizes REG e LH (Tabela
3.4). Além de enfatizar que o efeito da matriz aparentemente ndo influencia a sensibilidade do
método, os baixos valores de CV de k indicam ainda um ganho de sensibilidade em
comparacdo ao método usado no 2 (CVisctulose = 12,26 € CVgerose = 8,33% - conforme Tabela
2.4 p. 62).
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3.3.4 Avaliacédo das Figuras de Mérito para o Método CZE-UV

Os valores obtidos para sensibilidade e precisdo intralaboratorial dos isémeros

encontram-se dispostos na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Sensibilidade e precisdo do método CZE-UV para determinacéo de lactose e

lactulose em leite UHT convencional e hidrolisado?

Figuras de mérito Lactulose_1 Lactose_1
(mg 100 mL b) (g 100 mL™)
. LOD 2,81 (£0,63) 0,007 (+0,001)°
Sensibilidade LOQ 9.36 (+2.11)" 0,024 (+0.004)°
Precisao" Repetitividade 19,65 (+0,22) 4,80 (x0,04)
(matriz REG) CV(%) 1,13 0,83
Precisao® Repetitividade 19,88 (£0,25) 0,111 (£0,004)
(matriz LH) CV (%) 2,56 3,60

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

#De acordo com o rétulo do produto, sendo REG: matriz convencional ou com teor regular de lactose,
e LH: matriz com lactose hidrolisada. Desvio-padréo entre parénteses, sendo: °n =30, °n =18, “n = 6.
CV é o coeficiente de variacao.

Desvios relativos entre 3 e 4 % sdo considerados aceitaveis para analitos variando de
0,01 a 0,1 g 100 mL™ (AOAC INTERNATIONAL, 2002), faixa de ocorréncia da lactulose
(em ambas as matrizes REG e LH) e da lactose (na matriz LH). A preciséo intralaboratorial da
lactulose para as amostras REG e LH apresentou CV de 1,1% e 2,6%, respectivamente,
enquanto o método exibiu um CV de 3,6 % para a lactose durante o ensaio de precisdo
considerando seis réplicas auténticas da amostra LH. Para analitos com concentragdes acima
de 1 g 100 mL™ no produto final, como é o caso da lactose em matriz REG, a AOAC prevé
uma variacdo maxima entre 1,5 e 2,0 % para uma precisao aceitavel (AOAC, 2002), obtendo-
se CV = 0,83 % para o teor de lactose da matriz REG. Nesse caso, podemos inferir que a
precisdo do método encontra-se em niveis aceitaveis para os isbmeros avaliados.

Considerando a faixa sugerida pela IDF de 10 a 60 mg 100 mL™ para o teor de
lactulose em leite UHT, e o teor méximo de lactose de 0,1 g 100 mL™ para produtos
classificados como isentos desse carboidrato, conforme a ANVISA (BRASIL, 2017); pode-se
afirmar que os LOQ obtidos séo satisfatorios para analise desses compostos em amostras de
leite UHT REG e LH utilizando-se 0 metodo CZE-UV, visto que os valores obtidos (LOQ de
9,36 mg 100 mL™ para lactulose e de 0,024 g 100 mL™ para lactose) encontram-se abaixo dos
limites a serem controlados. Além disso, analisando os limites de deteccdo dos métodos
oficiais propostos pela IDF para quantificagdo de lactulose em leite, temos um LOD
aproximado de 1,0 mg 100 mL™ para o método enzimatico (DE BLOCK et al., 1996;
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PEREDA et al., 2009), e de 4,0 mg 100 mL™ para o método por HPLC-RID (ELLIOTT et al.,
2003). Considerando a necessidade de se ter um método para rotina, o longo tempo de
execucdo do método enzimatico o torna inviavel apesar de seu baixo LOD. Por outro lado,
obteve-se um LOD de 2,8 mg 100 mL™ para o0 método CZE-UV, sendo este menor que limite
reportado para 0 método cromatografico oficial, caracterizando-se como mais um ganho
analitico para o método proposto frente ao método oficial por separacdo cromatografica, além
daqueles ja discutidos no comparativo descrito no subitem 3.3.2.1 (p. 77).

Os niveis de recuperacdo do método CZE-UV encontram-se dispostos na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 — indices de recuperagio do método CZE-UV utilizado para determinacéo de

lactose e lactulose em leite UHT

Lactulose* Lactose**
Nivel de Fortificacdo 0 5 a Nivel de Fortificacdo 0 5 a
(mg 100 ML) % Recuperagao (g 100 mL™) % Recuperacao
60 86,25 (+1,25) 0,10 102,08 (£11,81)
90 101,04 (£1,91) 0,15 96,25 (+4,88)
120 98,54 (+4,03) 0,20 101,15 (£0,79)

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
*teste realizado em matriz lactea com teor regular de lactose; ** teste realizado em matriz lactea com
teor reduzido de lactose. * desvio-padrdo entre parénteses, sendo n = 4.

De acordo com o guia para validacdo de métodos analiticos da AOAC International
(2002), niveis de recuperacdo de 85 a 108 % sdo esperados para analitos em concentracdes de
0,01a0,1 g 100 mL™, como é o caso da lactulose em matriz REG e da lactose em matriz LH.
Podemos observar que o método proposto esta em conformidade com os limites sugeridos
para recuperacdo, com faixas de 86 a 101 % para a lactulose e de 96 a 102 % para seu

isbmero, lactose.
3.4 CONCLUSAO

Foi possivel quantificar os isébmeros lactose e lactulose em leite convencional e
hidrolisado utilizando 0 método CZE-UV otimizado. O ajuste dos parametros instrumentais e
a otimizacdo do processo de extracdo da amostra foram essenciais para adequacdo do método
a ambas as matrizes REG e LH e para o aumento da frequéncia analitica. O fato do LOD e
LOQ obtidos estarem abaixo dos limites criticos estabelecidos, ou sugeridos, corrobora para a
aplicabilidade do método na determinacdo dos isbmeros tanto em matriz convencional quanto
em matriz hidrolisada. Uma efetiva melhora da sensibilidade do método, verificada através da

reducdo da variabilidade de k para lactulose e lactose, além de uma precisdo analitica
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adequada para determinacdo da lactose, foram obtidas em comparacéo ao método utilizado na
Secéo 2.

Diante dos resultados obtidos nessa etapa do trabalho, podemos concluir que 0 método
CZE-UV pode ser usado como ferramenta para obtencdo de informacdes sobre da intensidade
do processamento térmico aplicado ao leite convencional, através da determinacdo de
lactulose; e para verificagdo do contedo de lactose, auxiliando na caracterizagdo e
classificacdo do produto de acordo com o conteudo desse dissacarideo. Dessa forma, o
método apresenta aplicacdo tanto para a inddstria, para o controle interno e maior
padronizacdo de produtos e processos; quanto para orgdos reguladores e fiscalizadores, 0s
quais podem aplica-lo na investigacdo do cumprimento das normas legais pré-estabelecidas.

3.5 PUBLICACOES
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4 INFLUENCIA DO PROCESSO DE HIDROLISE ENZIMATICA DA
LACTOSE NOS INDICADORES TERMICOS UTILIZADOS PARA
CONTROLE DE LEITE UHT

Nesta secdo abordaremos o estudo da influéncia do processo de hidrélise da lactose, e
consequentemente da diferente composicdo de carboidratos presentes no meio, nos

indicadores térmicos HMF, WPNI e lactulose.
4.1 INTRODUCAO

As modificacbes fisicas e quimicas decorrentes do tratamento térmico podem ser
intensificadas em produtos lacteos hidrolisados, devido a presenca de carboidratos mais
reativos em sua composi¢do (MESSIA; CANDIGLIOTA; MARCONI, 2007). Assim sendo, o
comportamento de alguns indicadores térmicos também pode ser influenciado por essa
mudanca na composicao de carboidratos em decorréncia do processo de hidrolise da lactose.

Considerando a importancia de parametros eficazes para monitoramento da
intensidade do tratamento térmico adotado em produtos lacteos, esta etapa teve como objetivo
quantificar os indices de HMF total e WPNI, empregando-se os métodos classicos
comumente utilizados pelas industrias, e o teor de lactulose, por CZE-UV, em leite UHT com
teor regular e reduzido de lactose na tentativa de estimar a influéncia da etapa de hidrélise da

lactose na ocorréncia desses indicadores.
4.2 PARTE EXPERIMENTAL

Todos os reagentes, amostras e instrumental utilizados, assim como as analises
estatisticas realizadas encontram-se descritos nesta subsec&o.

Para que a comparacdo entre as amostras REG e LH fosse possivel neste trabalho,
considerou-se o fato das empresas processadoras geralmente utilizarem o mesmo trocador de
calor para processamento UHT de produtos convencionais e hidrolisados e, portanto,
consideramos que as condigdes de aquecimento fornecidas por cada marca M_x para seus

produtos REG e LH sdo semelhantes.

4.2.1 Reagentes e Amostras

Para a determinacdo do indice de WPNI, os reagentes cloreto de sdédio e &cido

cloridrico foram adquiridos da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Para
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construcdo da modelagem estatistica de predi¢do, padrdes de leite em p6 submetidos a alto
aquecimento e baixo aquecimento foram obtidos do American Dairy Products Institute -
ADPI (Elmhurst, IL, USA).

Para a determinacdo do indice de HMF total, os reagentes TBA e acido oxalico foram
obtidos da Merck (Darmstadt, HE, Alemanha). O padrdo de HMF usado na construcdo do
modelo de predigdo foi adquirido da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O TCA utilizado
na precipitacdo proteica foi comprado na vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
Todas as solucdes de padrbes e eventuais diluicbes foram preparadas com agua deionizada
obtida por sistema de osmose reversa (Millipore, Bedford, MA, EUA).

As amostras comerciais de leite UHT REG e LH, utilizadas nos ensaios da Se¢éo 3,

foram analisadas quanto ao indice de HMF e WPNI, em duplicatas auténticas.

4.2.2 Instrumental

As determinacdes dos indices de HMF e WPNI utilizando os métodos classicos foram
conduzidas em espectrofotdmetro UV/Visivel (ThermoScientific® Evolution 60S, Vantaa,
Finlandia) monofeixe de largura de banda espectral de 1 nm, equipado com lampada xen6nio

e detector de fotodiodos.

4.2.3 Metodologias Analiticas

O indice de HMF foi determinado baseando-se na metodologia espectrofotométrica
originalmente proposta por Keeney e Bassette (1958) enquanto o indice WPNI foi
quantificado por método turbidimétrico inicialmente proposto por Kuramoto et al. (1958).

4.2.3.1 Avaliacdo dos modelos estatisticos

Ambos os métodos foram avaliados quanto a sua aplicacdo em matriz lactea em estudo
prévio proposto por Neves, Silva e de Oliveira (2016) cujos modelos construidos para
quantificacdo do indice de HMF e WPNI contavam com 7 niveis (1, 3, 6, 9, 12, 15 e 20 umol
L), e 6 niveis (7,86, 6,41, 4,97,3,52, 2,08 e 0,63 mg WPN mL™), respectivamente. Por se
tratar das mesmas condi¢des instrumentais e reacionais de andlise do referido estudo, dois
niveis de cada modelo estatistico foram selecionados de forma aleatoria e reavaliados em
triplicatas auténticas, de modo a verificar o desempenho dos modelos e garantir a
confiabilidade dos resultados quantitativos obtidos. Nesse caso, selecionou-se os niveis 3 (6
umol L™) e 5 (12 pmol L™) do modelo para indice de HMF, cujas solucdes aquosas de HMF
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nas referidas concentracbes foram elaboradas e submetidas ao procedimento analitico com
leitura da absorvéncia final em 443 nm. J4 o indice de WPNI teve os niveis 2 e 5
selecionados, referindo-se aos teores de 6,41 e 2,08 mg WPN mL™, respectivamente. As
solugdes foram preparadas utilizando-se uma combinacdo de solucdes de leite em pd padrédo
ADPl de alto e baixo aquecimento (NEVES; SILVA; DE OLIVEIRA, 2016), e
posteriormente foram submetidas ao procedimento analitico previsto, com leitura da

transmitancia em 420 nm.

4.2.3.2 Quantificacdo dos indicadores

Como as amostras comerciais foram coletadas aleatoriamente, optou-se por quantificar
apenas o indice de HMF total, o qual permite estimar o potencial total de formacdo desse
indicador. Para sua determinacdo, adicionou-se &cido oxalico 0,3 mol L™ em todas as
amostras de leite submetendo-as imediatamente & fervura em banho termostatico por 1 h,
seguido por precipitacdo proteica com TCA 40 % m/v. O sobrenadante foi coletado apds
centrifugacdo a 10.786 g por 10 min. Considerando que as amostras LH sdo mais susceptiveis
a ocorréncia da reacdo de Maillard devido a presenca de carboidratos mais reativos em sua
composicdo, concentragdes de HMF mais elevadas nessa matriz sdo esperadas, quando
comparada a matriz REG. Portanto, objetivando utilizar o mesmo modelo estatistico de
predicdo para HMF em ambas as matrizes lacteas, as amostras LH foram submetidas a etapa
de diluicdo com agua deionizada na razdo 1:5 (sobrenadante — volume final), fornecendo FD
igual a 5. Os sobrenadantes das amostras REG nédo foram diluidos. Todos os sobrenadantes
foram entdo submetidos a reacdo colorimétrica com TBA a 40 °C por 30 min e posterior
leitura da absorvancia em 443 nm.

Para determinacdo do indice de WPNI, todas as amostras foram submetidas a
precipitacdo em meio salino (salting-out) e aquecimento a 37 °C durante 30 min, seguido por
filtragem qualitativa e adicdo de solucgéo salina saturada acidificada, com posterior leitura da
transmitancia em 420 nm.

Por ser um indicador térmico, a lactulose determinada por CZE-UV na Secdo 3 deste

trabalho foi utilizada para discussdo desta etapa do projeto.

4.2.4 Andlises Estatisticas

Os pressupostos estatisticos de normalidade, homocedasticidade, falta de ajuste e

significancia da regressdo para os modelos de WPNI e HMF foram avaliados mediante uso do
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software Microsoft Excel® 14.0 ver. (Microsoft Office, 2010), assim como a estatistica
descritiva e os testes comparativos.
O efeito que a hidrolise enzimatica da lactose exerce na formacdo dos indicadores
térmicos avaliados foi estimado mediante o teste de hipotese descrito abaixo:
Ho: [Indicador]rec = [Indicador]
Ha: [Indicador]rec # [Indicador]
Onde: [Indicador] € o teor ou indice do indicador térmico (HMF total, WPNI ou lactulose).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados quantitativos e testes estatisticos utilizados para avaliacdo dos

indicadores térmicos HMF, WPNI e lactulose encontram-se dispostos nesta subsecao.

4.3.1 Avaliacdo dos Modelos Estatisticos para os Indicadores HMF e WPNI

Os dados coletados quanto a absorvancia dos niveis 3 e 5 do modelo de HMF e quanto
a transmitancia dos niveis 2 e 5 para 0 modelo de WPNI foram inseridos nos grupos de dados
originalmente obtidos por Neves, Silva e de Oliveira (2016). Esses dois novos conjuntos de
dados foram avaliados quanto aos pressupostos estatisticos de normalidade,
homocedasticidade, falta de ajuste e significancia de regressao.

O modelo original para indice de HMF contendo 7 niveis (no intervalo de 1 a 20 pmol
L) foi modificado ap6s reavaliagdo dos niveis 3 e 5 pois, com a insercdo desses novos dados
o sistema apresentou falta de ajuste. Nesse caso, optou-se por excluir o nivel 1 (1 umol L™?)
uma vez que essa concentracao dificilmente estaria presente nas amostras a serem avaliadas,
podendo ser desconsiderada. Dessa forma, 0s pressupostos reavaliados, e expressos na Tabela
4.1, consideram os novos dados obtidos para os niveis 3 e 5 e a exclusdo do nivel 1,
totalizando 6 niveis (3 a 20 pmol L™) e 18 observacdes.

Quanto ao modelo para o indice WPNI, os 6 niveis e 18 observacdes (variando de 7,86
a 0,63 mg WPN mL™) foram mantidos.
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Tabela 4.1 — Pardmetros e pressupostos estatisticos dos modelos propostos para o indice de
nitrogénio de soroproteina ndo desnaturada (WPNI) e 5-hidroximetil-2-furaldeido (HMF)

Parametro WPNI* 1 HMF? 1
(mg WPN mL"™) (umol L)
Slope -4,41 (+0,23) 0,00996 (+£0,0001)
Intercepto 93,92 (x1,17) 0,00091 (+0,0018)
FAJ 0,30 (3,26)* 0,77 (3,26)*
SIG* 343 (4,49)* 4138 (4,49)*
R? ajustado 0,95 0,99

Fonte: Adaptado de Neves e Oliveira (2020) (nimero da licenca: 4893290983115).

Normalidade dos residuos (teste de Shapiro-Wilk): *p = 0,063; ® p = 0,915. Homocedasticidade (teste
de Cochran): *Ceaicutado = 0,11; "Ceatcutado = 0,21; Ceritico = 0,62. *valores criticos entre parénteses para:
‘FAJ (falta de ajuste): Feitico (Vi=4, v2=12); 951G (significancia): Feico (vi=1, v,=16). Sendo v4: grau de
liberdade do numerador (FAJ: m-p; SIG: p-1) e v,: grau de liberdade do denominador (FAJ: n-m; SIG:
n-p), onde p: nimero de pardmetros, m: nimero de niveis, n: nimero de observagdes. Intervalo de
95% de confianga.

A independéncia dos dados foi atendida com a execucdo aleatéria das leituras
(mediante sorteio casualizado) de todas as réplicas auténticas para ambos os modelos
propostos. Os dois modelos apresentaram perfil normal e homocedastico na faixa de trabalho
selecionada (p-valor > 0,05 e Ccaiculado < Ceritico, respectivamente). Além disso, verificou-se a
inexisténcia de falta de ajuste dos modelos (Fcarculado < Feritico) € @ elevada significancia das
regressdes (Fcaiculado > Feritico), POSSibilitando concluir que os modelos apresentam um grau

significativo de predicdo dentro da faixa estabelecida.

4.3.2 Quantificacdo dos Indicadores de Tratamento Térmico

Os dados quantitativos para os marcadores térmicos de todas as amostras de leite
UHT séo reportados na Tabela 4.2.

A aplicabilidade da estatistica paramétrica para comparacdo dos dados foi atestada
pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk (n = 6, o = 0,05) para as diferencas dos pares a
serem comparados. Neste caso, as diferencas testadas apresentaram comportamento normal
para todos os indicadores avaliados (p-valor = 0,509, 0,078 e 0,358 para HMF total, WPNI e
lactulose, respectivamente). Dessa forma, o teste t pareado foi utilizado para comparagéo dos

indicadores com os valores de t calculados também dispostos na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 — Resultado quantitativo para os indicadores térmicos avaliados em leite UHT

convencional e hidrolisado

Indicadores térmicos

HMF Total® WPNI° Lactulose®
Marca  Matriz® (umol L™) (mg WPN mL™) (mg 100 mL™)
Média cv* Média  CV* Média A
(zic) (%) (zic) (%) (zsd) (%)
REG  11,85(x0,49) 4,28(0,75) 34,12(+0,63)
M_1 LH  4468(+122) 21 4opmo075) OB n.g. N-G.
REG  17,98(0,55) 2,59(20,75) 20,13(0,01)
M_2 LH  6234(x1.77) &1 osomo7s) 34 0,68(x0,00) 498
REG  13,56(x0,50) 1,75(+0,77) 55,72(+3,10)
M_3 LH  3223(0.86) °"' 199084 >0 12.36(x0.80) Ot
REG  12,61(0,50) 3,13(20,76) 36,44(0,16)
M_4 LH  5060(+1.40) o9 326075 28 19.65(+0.22) 423
REG  9,24(x0,49) 3,55(+0,79) 19,42(0,13)
M_5 LH 3238086 '8 31079 Ut n.g. n.G.
REG  13,41(x0,50) 2,57(+0,77) 47,73(£0,97)
M_6 LH  3067(x0,82) 2%  231(x078) *° 1042(x021) 07
..« REG  1311(+2,86) 2,08(0,88) 35,59(+14,53)
N=12 LH  4215@12,74) /43 Jgo(r1a3) 40 13,03(x4,56) 2O

Efeito de matriz® 6,44* 0,47* 3,41*%*

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

% De acordo com o rétulo do produto, sendo REG: matriz convencional ou com teor regular de lactose,
e LH: matriz com lactose hidrolisada. ° intervalo de confianca calculado através dos parametros dos
modelos. © desvio-padrdo entre parénteses para duplicatas auténticas (n = 2). ® valor médio
considerando todas as observacdes de cada matriz (N = 12). © teste t pareado sendo: *tyico (N = 6, 00 =
0,05) = 2,57, **tu1ico (N = 4, a. = 0,05) = 3,18. CV": coeficiente de variacdo intramarca, considerando
0s teores nas amostras REG e LH de uma mesma marca. n.q.: ndo quantificado (abaixo do limite de
quantificag&o).

Adicionalmente, graficos de dispersdo foram construidos para melhor visualizac¢do da

relacdo entre os marcadores térmicos e o teor de lactose no leite (Figura 4.1).

4.3.2.1 indice de HMF

Os termos "potencial de HMF" e "indice de HMF" sdo amplamente utilizados na
literatura quando a quantificacdo desse indicador se da pelo uso de métodos
espectrofotométricos, os quais apresentam menor especificidade e sensibilidade comparadas
aos métodos cromatograficos, resultando geralmente em uma superestimacgéo do teor real de
HMF (MORALES, 2008). Em estudo proposto por Morales, Romero e Jimenez-Perez
(1996), amostras de leite submetidas aos processamentos de pasteurizacdo, UHT e
esterilizacdo apresentaram valores de 2,1, 8,1 e 17,1 pmol L™, respectivamente pelo método
espectrofotométrico, enquanto valores de 1,1, 5,2 e 12,4 pmol L™ foram encontrados quando
0 método por HPLC foi utilizado. Neste referido estudo, embora os autores tenham

demonstrado a ocorréncia de superestimacdo do indice de HMF pelo método
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espectrofotométrico, foi possivel diferenciar os diferentes tipos de tratamento térmico
empregando-se ambos os métodos avaliados, assim como evidenciar experimentalmente o

efeito da intensidade do tratamento térmico na formacdo de HMF.

Figura 4.1 — Representacao grafica da distribuicdo das amostras de leite UHT com teor
regular de lactose (REG) e lactose hidrolisada (LH) considerando o teor de lactose
quantificado e os marcadores térmicos: (a) indice de HMF total, (b) indice de WPNI e

(c) teor de lactulose
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Fonte: Adaptado de Neves e de Oliveira (2020) (numero da licenca:
4893290983115).

Quanto aos indices de HMF encontrados na literatura, Ferrer et al. (2000), utilizando

HPLC-UV, verificaram valores de 4,71 e 25,20 umol L™ para leites UHT convencional e com
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baixo teor de lactose, respectivamente, correspondendo a uma variabilidade de
aproximadamente 90 % desse indicador ao comparar tais matrizes. Varia¢Ges superiores a 80
%, comparando amostras de leite UHT convencional e hidrolisado também foram reportadas
por Neves et al. (2016) empregando o método espectrofotométrico com TBA.

No presente trabalho, uma faixa de variacdo de 55 a 85 % (com uma média de 74 %)
no indice de HMF total foi observada mediante calculo do CV intramarca (CV"), conforme
disposto na Tabela 4.2 (p. 95), o qual considera o teor do indicador na matriz REG e na matriz
LH. Quanto ao teste t pareado, podemos concluir que o indice de HMF total das amostras de
matriz REG difere do indice exibido pelas amostras LH (tcaiculado > teritico - Tabela 4.2). Ao
considerar a representacdo grafica dos valores de HMF total em relagcdo ao contetdo de
lactose exibida na Figura 4.1, observamos a formacdo de dois grupos. O primeiro,
caracterizado por amostras rotuladas como ‘‘sem lactose’’ ou similar cujos indices de HMF
apresentaram-se acima de 30 pumol L™ e concentrages de lactose préximas a 0,1 g 100 mL™.
Enguanto o segundo grupo é composto por amostras com valores de HMF abaixo de 20 pumol
L e contetdo regular de lactose (4,5 — 5,0 g 100 mL™). Esses resultados estdo em
conssonancia com dados reportados na literatura, indicando que leites hidrolisados sdo mais
suceptiveis as modificacbes fisicas e quimicas durante o processamento térmico e
armazenamento quando comparados aos leites convencionais expostos as mesmas condicdes.

A extensdo da reacdo de Maillard esta relacionada ndo somente ao tempo e
temperatura de exposicdo do produto ao calor, mas também a disponibilidade e nivel de
reatividade do substrato ali presente (O’BRIEN, 2009; SALTMARCH; LABUZA, 1982;
SIKORSKI; POKORNY; DAMODARAN, 2008). Produtos lacteos hidrolisados podem
apresentar diferentes teores dos carboidratos lactose, glicose e galactose em sua composi¢do
de acordo com o nivel de hidrolise alcancado durante o processamento enzimatico. As
alteracOes fisicas e quimicas serdo mais intensas caso o processo de hidrolise ocorra antes do
tratamento térmico. Em produtos hidrolisados apds aquecimento, a intensificacdo das
modificagcdes decorrentes da reacdo de Maillard dependera principalmente das condi¢cdes de
estocagem, transporte e comercializacdo de tais produtos. Além disso, pesquisadores
indicaram uma maior reducdo dos niveis de lisina disponivel em produtos lacteos
hidrolisados, quando comparados aos produtos com teor regular de lactose (BURVALL et al.,
1977, 1978). Por esse motivo, alguns autores sugerem que a hidrolise enzimatica da lactose
seja realizada apdés o tratamento térmico do produto, reduzindo danos nutricionais e
modificagOes fisicas indesejaveis de cor e aroma no produto final (MENDOZA; OLANO;
VILLAMIEL, 2005; MESSIA; CANDIGLIOTA; MARCONI, 2007).
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O indice de HMF total para leite UHT convencional tende a apresentar valores abaixo
de 30 pmol L™ podendo variar de 3,46 a 28,4 pmol L™ detectados por diferentes
metodologias (ELLIOTT et al., 2003; FERRER et al., 2000; MORALES; JIMENEZ-PEREZ,
1999; MORALES; ROMERO; JIMENEZ-PEREZ, 2000; MORALES; ROMERO;
JIMENEZ-PEREZ, 1996; NEVES; SILVA; DE OLIVEIRA, 2016). Portanto, é possivel
sugerir 0 uso desse indicador como um classificador de matriz lactea (REG ou LH). No
entanto, quando se trata da avaliacdo de produtos ja nas gondolas dos supermercardos, como é
de préatica em acdes de 6rgdos fiscalizadores, esse composto nao é o mais indicado para inferir
sobre a severidade do tratamento térmico visto que as condi¢cdes de estocagem, transporte e
comercializa¢do, e ainda o grau de hidrdlise da lactose (no caso de leites LH), também
influenciam sua formacao.

Alternativamente, o HMF pode ser aplicado pelas inddstrias processadoras como uma
ferramenta de controle interno para predicdo de danos fisicos em leites convencionais e
hidrolisados, permitindo definir com maior seguranca as condi¢cdes mais adequadas quanto a
temperatura de transporte, armazenamento e, principalmente, periodo de comercializacdo
daquele produto. Por exemplo, produtos com elevados indices de HMF total podem ser
destinados para rotas de distribuicdo e comercializagdo que apresentem temperaturas mais
amenas ou de mais facil controle, ou ainda, terem seu periodo de comercializacéo reduzido a
fim de minimizar problemas relacionados as alteracGes fisicas que inviabilizam o consumo do

mesmo.

4.3.2.2 indice de WPNI

De acordo com a classificacdo ADPI e considerando o teor médio geral exibido pelas
matrizes REG e LH (2,98 e 2,82 mg WPN mL™, respectivamente, conforme Tabela 4.2 — p.
95), as amostras podem ser classificadas como “médio tratamento térmico” (1,51 — 5,99 mg
WPN mL™) (ADPI, 2009). Sabe-se que a baixa taxa de desnaturagdo de soroproteinas na
superficie das micelas de caseina facilita a aglomeracdo das micelas ao longo do periodo de
estocagem (GAUR; SCHALK; ANEMA, 2018) podendo acelerar o processo de
sedimentagdo. Nesse sentido, o monitoramento do indice de WPNI pode auxiliar na
estimativa da estabilidade proteica do produto final, a qual estd diretamente associada ao
desenvolvimento de problemas de sedimentacéo ao longo do seu periodo de comercializagdo.
Portanto, supde-se que indices médios de WPNI variando de 1,51 a 5,99 mg WPN mL™
tendem a beneficiar a estabilidade de produtos de longa estocagem, como é o caso do leite
UHT.
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Baixos valores de WPNI (< 1,51 mg WPN mL™) indicam alto grau de desestabilizacdo
proteica causada pela superexposi¢do do produto ao aquecimento e recebem a classificacéo
“alto aquecimento” (ADPI, 2009; SILVA, 2004). Apenas a amostra LH da M_2 recebeu tal
classificacdo, exibindo um indice médio de 0,82 mg WPN mL™, indicando a ocorréncia de um
possivel aquecimento adicional ao tratamento termico UHT. Tal hip6tese pode ser suportada
ainda pelo fato da mesma amostra (LH M_2) apresentar o maior indice de HMF total (62,34
umol L) dentre todas as amostras avaliadas, o que de fato sugere a possibilidade de
superaquecimento.

Embora o indice de HMF total ndo seja o indicador térmico mais adequado para a
avaliacdo da intensidade do tratamento térmico em matrizes LH, conforme discutido
anteriormente, uma andalise comparativa de diferentes marcadores se torna interessante visto
que envolvem diferentes compostos que sofrem modificacbes mediante a acdo do calor.
Assim, um comportamento similar exibido por indicadores térmicos distintos de uma mesma
amostra pode facilitar o diagndstico sobre as condi¢des de aquecimento a mesma (MORTIER
et al., 2000).

O comportamento do indice de WPNI em relacdo ao teor de lactose, considerando as
duplicatas das 12 amostras de leite UHT analisadas pode ser visualizado na Figura 4.1 (p. 96)
(grafico b). Verifica-se que tanto as amostras LH quanto as amostras REG dispersaram-se em
uma faixa semelhante de WPNI. Conforme os resultados obtidos via teste t pareado (tcaiculado
< teritico - Tabela 4.2), ndo ha diferencas significativas entre os indices de WPNI das amostras
convencionais e hidrolisadas. Destaca-se ainda o baixo valor de CV* médio (4 %), comparado
aos demais indicadores avaliados. Portanto, de acordo com nossos resultados, podemos supor
que o indice WPNI ndo é influenciado pelo teor de lactose presente no meio, e
consequentemente, pelo processo de hidrélise da lactose.

E notério que tal comportamento inviabiliza o uso do indice de WPNI como
ferramenta classificatoria quanto ao tipo de matriz do produto (REG ou LH) ja que ambas as
matrizes apresentam indices de WPNI semelhantes. Por outro lado, o fato de nédo sofrer
interferéncias diretas da concentracdo de lactose presente no meio, o indice de WPNI pode ser
utilizado como uma valiosa ferramenta para inferéncias sobre a severidade do tratamento

térmico de leite UHT com teor reduzido de lactose.

4.3.2.3 Lactulose

O teor de lactulose formado no leite relaciona-se ndo somente a temperatura e tempo

de exposi¢do do produto ao calor, mas tambeém a quantidade de lactose disponivel para a
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reacdo de isomerizagdo (RUIZ-MATUTE et al., 2012), justificando a alta variabilidade
intramarca (42 a 91 %) observada na Tabela 4.2 (p. 95). Além disso, a capacidade que a -
galactosidase microbiana apresenta em hidrolisar ambos os dissacarideos (lactose e lactulose)
e variacdes decorrentes do processo hidrolitico como, por exemplo, concentracdo de enzima,
tempo e temperatura de incubacdo e método de controle utilizado também corroboram para
obtencdo de um CV* médio de 65 % do teor desse indicador. Portanto, supde-se que o limiar
classico de lactulose indicado para leite UHT convencional ndo seja apropriado para 0s
produtos hidrolisados submetidos ao mesmo processamento térmico. De acordo com o
resultado obtido pelo teste t pareado, os niveis de lactulose das amostras de UHT REG e LH
diferem estatisticamente entre si (tcaiculado > teritico), €Stando em conssonancia com os elevados
valores de CV" e alerta sobre a influéncia do processo de hidrolise da lactose na ocorréncia do
seu isdmero.

A formacdo de um aglomerado representado pelas amostras LH, em niveis de
lactulose abaixo de 20 mg 100 mL™, é observada na representacio gréfica disposta na Figura
4.1 (p. 96 — gréfico c), enquanto teores mais elevados e mais dispersos desse indicador sdo
exibidos pelas amostras REG. A principio, este comportamento nos faz inferir sobre a
possibilidade da lactulose ser utilizada como um agente classificador do tipo de matriz. No
entanto, sabe-se que tanto leites hidrolisados quanto convencionais podem apresentar baixos
niveis de lactulose (aproximadamente 10,0 mg 100 mL™) se forem submetidos a um
processamento UHT brando como, por exemplo, em sistemas por infusdo (ELLIOTT et al.,
2005). Portanto, estudos mais aprofundados devem ser realizados a fim de verificar o uso da

lactulose como um classificador de matriz e como indicador térmico de leite hidrolisado.
4.4 CONCLUSAO

Diante dos resultados do presente estudo, foi possivel identificar algumas
peculiaridades do comportamento dos indicadores HMF total, WPNI e lactulose,
considerando leites UHT convencional e hidrolisado. Verificou-se que os indicadores indice
de HMF total e lactulose séo influenciados pelo processo de hidrélise enzimatica; porém, o
indice de HMF pode ser utilizado como classificador de matriz lactea embora as condigdes de
armazenamento devam ser consideradas. Quanto ao comportamento da lactulose,
aparentemente esse isdbmero da lactose ndo é o mais adequado para avaliacdo do tratamento
térmico em leite hidrolisado, embora seja um dos compostos mais indicados pela IDF para

avaliacdo da serevidade do tratamento térmico em matriz lactea.
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Em contrapartida, o indice de WPNI, até entdo empregado para avaliagdo do
tratamento térmico de lacteos desidratados, pode ser considerado o composto mais acertado

dentre os avaliados para ser aplicado como indicador térmico em leite UHT hidrolisado.

4.5 PUBLICACOES

NEVES, L. N. DE O.; DE OLIVEIRA, M. A. L. Effects of enzymatic lactose hydrolysis on
thermal markers in lactose-free UHT milk. Journal of Food Science and Technology, v. 57,
n. 9, p. 3518-3524, 2020b.
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5 MONITORAMENTO DO PROCESSO DE HIDROLISE ENZIMATICA
PARA PRODUCAO DE LEITES “ZERO LACTOSE” - UM
COMPARATIVO ENTRE OS METODOS POR CRIOSCOPIA E CZE-
uv

Nesta secdo iremos abordar o estudo comparativo entre os métodos tradional
(crioscdpico) e proposto (eletroforético) no monitoramento do processo de hidrolise

enzimatica.

5.1 INTRODUCAO

O processo de hidrdlise enzimatica da lactose é amplamente utilizado no setor lacteo
ndo somente para suprir a demanda de uma parcela da populacdo acometida pela hipolactasia
em seus diferentes niveis, mas também para auxiliar na reducdo de problemas tecnolégicos
como cristalizacdo em doces de leite e sorvetes, e na aceleracdo de processos bioquimicos
relacionados & maturagfo de queijos duros (ANDRADE; BRANDAO; ALVIM, 2004; KIM;
LIM; KIM, 1997; MATTAR; MAZO, 2010).

Atualmente, o controle do processo de hidrdlise utilizado na producdo de leite UHT
destinado a dietas com restricdo de lactose é realizado de forma indireta por método
crioscopico, baseando-se na determinacéo do ponto de congelamento do leite. Concomitante a
expansdo e a regulacdo dessa nova classe de produtos lacteos tem-se a necessidade de
controlar de forma adequada e eficiente o processo de hidrolise da lactose visando garantir o
cumprimento dos limites legais estabelecidos quanto ao residual desse dissacarideo.

O estudo comparativo entre os métodos crioscopico e CZE-UV (otimizado na Secdo 3)
objetivou avaliar o desempenho desses métodos quanto ao monitoramento de dois principais
processos industriais de hidrélise enzimatica: asséptica (pOs-tratamento térmico) e por

batelada (pré-tratamento térmico), ambos simulados em escala laboratorial.
5.2 PARTE EXPERIMENTAL

Os reagentes, amostras e instrumental utilizados, assim como os processos de hidrolise
enzimatica simulados em escala laboratorial e testes estatisticos realizados encontram-se

descritos nos subitens a seguir.
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5.2.1 Reagentes e Amostras

A enzima utilizada foi a B-galactosidase derivada da levedura K. lactis, fornecida pela
empresa Globalfood (S&o Paulo, SP, Brasil) comercialmente conhecida como Maxilact® L-
5000 (Gist-Brocades, Holanda), com concentracdo de 5000 NLU g™ (cada grama do produto
contém 5000 unidades de lactase neutra (NLU do inglés, Neutral Lactase Units). A enzima
foi armazenada sob refrigeracdo a 4 °C, conforme recomendacao do fornecedor. Solucdes de
calibracdo de cloreto de sodio a 0,8646 % m/v (-0,530 °H) e a 1,0155 % m/v (-0,621 °H),
adquiridas da Tex Tech Brasil (Cataguases, MG, Brasil), e agua deionizada (0,000 °H) foram
utilizadas para calibracdo do crioscopio eletrénico. Os reagentes usados para 0 método CZE-
UV estdo descritos no subitem 3.2.1 (p. 66) da Secdo 3. Os ensaios simulando o0s processos de
hidrdlise foram executados utilizando uma amostra comercial de leite UHT desnatado

convencional (com teor regular de lactose) coletada de forma aleat6ria no mercado regional.

5.2.2 Instrumental e Metodologias

A determinacdo do ponto de congelamento das amostras ao longo do experimento
contou com o uso de um crioscopico eletrénico digital microprocessado de bancada, modelo
MK 540, da ITR Ltda (Esteio, RS, Brasil). A metodologia utilizada baseou-se no método
oficial disposto na Instrucdo Normativa N° 30 (BRASIL, 2018b), cujo procedimento indica a
calibracdo prévia do crioscopico eletrénico com as solugcfes salinas seguido de medicdo da
amostra em pelo menos triplicatas auténticas, empregando-se uma aliquota de 2,5 mL para
cada réplica.

A determinacdo do teor de lactose foi realizada através do método eletroforético cujas
condic@es analiticas e instrumentais foram otimizadas na Sec¢do 3, sendo: extracdo da amostra
(TCA 40 % ml/v), capilar (TSP 75 pm i.d., 50,0 cm Lg), injecdo (15 mbar/ 2 s), tenséo
aplicada (-20 kV), temperatura (20 °C), frequéncia (2,5 Hz), deteccdo (350 nm e referéncia
em 275 nm) e BGE (20 mmol L™ PDC, 50 mmol L™* NaOH, 0,05 mmol L™ CTAB; pH >
12,5).

5.2.3 Simulagéo dos Processos de Hidrolise Enzimatica da Lactose

A fim de simular experimentalmente os processos industriais de hidrélise por batelada
e hidrdlise asseptica, dois ensaios foram realizados e identificados como Ensaio 1 e Ensaio 2,
respectivamente.

As principais etapas experimentais sdo evidenciadas na Figura 5.1.
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Figura 5.1 — Etapas experimentais para simulag&o de processo de hidrolise enzimatica antes
(Ensaio 1) e ap6s (Ensaio 2) o tratamento térmico UHT
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

As seguintes etapas experimentais foram consideradas: para cada ensaio 250 pL
(equivalente a 0,05 % v/v, conforme dosagem padrdo recomendada pelo fornecedor) de f3-
galactosidase Maxilact® foram adicionados a 500 mL de leite UHT desnatado com teor
regular de lactose, mantendo agitacdo magnetica constante a baixa rotagdo por 30 s. Aliquotas
de 50 mL do leite adicionado de enzima foram transferidas para tubos tipo Falcon
identificados como: to, ts, tio, t30, s, teo, too, t120, t1go € t240, INdicando o tempo (em minutos)
que cada aliquota foi submetida a incubacdo em banho termostatico ajustado para 8 °C
(Ensaio 1) ou 40 °C (Ensaio 2). Ap6s o periodo de incubacdo de cada tubo, realizou-se a
inativacdo imediata da enzima em banho termostatico a 90 °C por 3 min, seguido de banho de
gelo para resfriamento imediato do sistema, evitando desenvolvimento de reacdes quimicas
decorrentes desse aquecimento (CARMINATTI, 2001). Em seguida, trés aliquotas de 2,5 mL
foram retiradas para leitura do ponto de congelamento em crioscdpico eletrdnico digital

previamente calibrado (leitura em triplicata). A amostra restante do tubo Falcon foi
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armazenada a 4 °C para quantificacdo do teor de lactose por CZE-UV. As amostras
experimentais identificadas como t, foram submetidas a etapa de inativacdo enzimatica
imediatamente apds a adicdo da enzima e aliquotagem. Os Ensaios 1 e 2 foram executados em
duplicatas auténticas.

Experimentos controle foram realizados utilizando-se duas provas em branco: Branco
A, referente a uma aliquota do leite UHT convencional utilizado no experimento sem
tratamento adicional; e Branco B, caracterizado por uma aliquota do leite UHT convencional
submetida a 90 °C por 3 min, conforme a etapa de inativacdo enzimatica. As provas em
branco A e B foram analisadas quanto ao ponto de congelamento e ao teor de lactose e
comparadas as amostras experimentais t, dos Ensaios 1 e 2, a fim de avaliar se a adi¢do da
enzima seguida por sua inativacdo imediata e 0 processo de inativacdo por aquecimento sao

capazes de influenciar tais parametros.

5.2.4 Célculo do Nivel de Hidrolise Enzimatica da Lactose

Atualmente o nivel de hidrélise, dado em percentual (%), é estimado através do uso de
formulas padrdo sugeridas pelos fornecedores da enzima, as quais consideram a variacdo da
depressdo do ponto de congelamento (DPC) do leite adicionado da enzima ao longo do
processo. No presente estudo, o nivel de hidrolise foi calculado a partir da Equagdo 5.1,
conforme especificagdo do fornecedor. A DPC é expressa em modulo e seu célculo é dado

pela multiplicagdo do ponto de congelamento por um fator de 10° (MARTINS, 2016).
% hidrolise; :[ DPC; — DPC(ﬂ 12,74 (5.1)

Onde: % hidrolise; € o grau de hidrdlise no tempo de incubacdo t;, DPC; é a depressdo do ponto de
congelamento, em graus Celcius, no tempo t; de incubagdo do sistema, sendo i =5, 10, 30, 45, 60, 90,
120, 180 e 240 min, DPC, € a depressao do ponto de congelamento da amostra em to, 2,74 € o fator
padréo que considera um teor médio de 4,92 g lactose 100 mL™ [eite.

Considerando o teor de lactose obtido por CZE-UV, o % hidrélise foi calculado
aplicando-se a Equacéo 5.2.

% hidrolise; = 100 — {[ LACT; / LACTo] x 100 } (5.2)

Onde: % hidrolise; € o grau de hidrdlise da lactose no tempo de incubagdo t;, LACT; é o teor de lactose
na amostra em t;, sendo i = 5, 10, 30, 45, 60, 90, 120, 180 e 240 min, e LACT, é o teor de lactose da
amostra em t.
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5.2.5 Andlises Estatisticas

As analises estatisticas dos dados como média, desvio-padrdo e os testes comparativos
(t pareado e Wilcoxon pareado) e de normalidade (Shapiro-Wilk) foram realizados através do
software Microsoft Excel® 14.0 ver. (Microsoft Office, 2010).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O Branco A, B e as amostras experimentais ty dos Ensaios 1 e 2 foram comparadas
guanto ao teor de lactose e ponto de congelamento via aplicacdo de Analise de Variancia
(ANOVA) mediante testagem prévia dos pressupostos de normalidade e homocedasticidade
dos residuos. Todos os parametros estatisticos, incluindo médias e desvios-padrdo estdo
dispostos na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Influéncia da etapa de inativacdo enzimatica no teor de lactose e no ponto de

congelamento do leite (PC)

Parametros
Lactose PC
(g 100 mL™) (°H)
Branco A? 4,44 (£ 0,01) -0,553 (x 0,002)
Branco B° 4,41 (£0,02)  -0,553 (+ 0,001)
Amostra tp (Ensaio 1) 4,44 (£ 0,01) -0,554 (+ 0,001)
Amostra tp (Ensaio 2) 4,41 (x 0,03) -0,553 (+ 0,001)
Normalidade residual (Shapiro-Wilk) 0,094 0,108
p-valor = .05
Homocedasticidade residual (Cochran)* 0,21 0,24
ANOVA — p-valor(a: 0,05) 0,150 0,777

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Desvio-padrio entre parénteses (n = 3). ? leite UHT, ° leite UHT submetido ao aquecimento
(90 °C/3 min). *Cgitico (N = 3, k = 4; a. = 0,05) = 0,77, onde n é o nimero de observacdes em
cada um dos k grupos.

A independéncia dos dados foi alcangada analisando de forma aleatoria todas as
réplicas auténticas (amostras em branco A, B e tp), tanto para o conteddo de lactose quanto
para a deteccdo do ponto de congelamento. Perfis normais e homocedasticos (p-valor > 0,05 e
Cealcutado < Ceritico, respectivamente) foram encontrados nos residuos dos parametros avaliados
(Tabela 5.1), justificando a aplicacdo da ANOVA para comparacgdo das amostras supracitadas.

Por sua vez, de acordo com os p-valores obtidos pela ANOVA, ndo ha evidéncias de
que os Brancos A, B e amostras tp dos Ensaios 1 e 2 diferem estatisticamente entre si (p-valor

> 0,05) para ambos os fatores avaliados (teor de lactose e ponto de congelamento). Portanto,
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torna-se valido considerar que no momento t, nao houve agdo significativa da f-galactosidase
sobre a lactose, ou seja, amostras to de ambos o0s ensaios apresentam grau de hidrolise igual a
zero. Também € valido afirmar que o processo de aquecimento para a inativacdo da enzima
ndo é capaz de influenciar significativamente o ponto de congelamento nem o teor de lactose
do meio, indicando que esse tratamento pode ser utilizado para cessar a atividade enzimatica
ao longo dos ensaios experimentais.

Os dados obtidos para o ponto de congelamento (em °H), teor de lactose (em g 100
mL™) e seus respectivos niveis de hidrélise (em %) encontram-se dispostos na Tabela 5.2.

Considerando os dados dispostos na Tabela 5.2, podemos observar niveis mais
elevados de hidrélise da lactose durante o Ensaio 2, realizado a 40 °C, em comparagao com 0
Ensaio 1, realizado a 8 °C, comportamento esse verificado tanto nas determinacdes por
crioscopia quanto por CZE-UV. Bosso et al. (2016) analisaram a atividade enzimatica da f3-
galactosidase comercial Maxilact® LX5000 proveniente da levedura K. lactis adicionada ao
leite UHT e leite desnatado. Os resultados indicaram que as melhores taxas de hidrolise da
lactose foram atingidas a temperaturas entre 35 — 40 °C e pH 6,0 — 7,0, sendo que a maior taxa
foi identificada em 40 °C e pH 7,0 e a inativacdo completa de atividade a 50 °C. Em outro
estudo, verificou-se uma razdo de 1/4,5 entre a atividade da [-galactosidase quando
adicionada ao leite a 8 °C e quando adicionada ao substrato de o-nitrofenilgalactosideo
(oNPG) mantido a 37 °C, sugerindo que a atividade enzimatica relatada pelo fornecedor nédo é
relevante para a aplicacdo no processo industrial de hidrolise da lactose, uma vez que
diferentes condicdes sdo utilizadas (ERICH; ANZMANN; FISCHER, 2012).

E possivel observar também a necessidade de periodos de incubagio superiores a 4 h
para atingir a concentracdo residual maxima de lactose preconizada pela ANVISA (0,1 g 100
mL™) quando o processo de hidrélise é realizado antes do tratamento térmico (Ensaio 1 — teor
de lactose de 2,02 g 100 mL™ em t,40). Por outro lado, para o processo hidrolitico simulado a
40 °C, um tempo de incubag¢do de 4 h foi suficiente para obtencdo da classificagdo “livre de
lactose” (Ensaio 2 — teor de lactose de 0,11 g 100 mL? em to40) (BRASIL, 2017; EFSA,
2010). Esse comparativo entre 0s processos de hidrdlise executados antes e ap0s o tratamento
térmico evidencia o esforgo industrial requerido e o elevado custo associado a producdo de
leites hidrolisados pré-processamento térmico (por batelada), os quais demandam longos

periodos de incubacdo da matéria-prima em silos de estocagem com constante refrigeracao.
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Tabela 5.2 — Ponto de congelamento (PC), em °H, teor de lactose, em g 100 mL™; e nivel de hidrélise, em %, monitorados ao longo dos Ensaios

1 e 2. Testes estatisticos comparativos também séo apresentados®

Tempo _ _ Ensaio 1 _ _ Ensaio 2
(min) Crioscopia o CZE—UV_ _ Crloscopla_ _ CZE—UV_ _
PC Hidrolise Lactose Hidrdlise PC Hidrolise Lactose Hidrolise
0 -0,554 (+0,001) 0,00* 4,44 (£0,01) 0,00” 0,553 (+0,001) 0,00* 4,40 (+0,25) 0,00”
5 -0,567 (x0,001) 4,76 (x0,12) 4,18 (¥0,01) 5,84 (x0,52) 0,597 (£0,001) 15,14 (x0,24) 3,77 (¥0,20) 14,20 (x0,35)
10 -0,573 (x0,001) 6,70 (£0,25) 4,16 (x0,01) 6,24 (x0,20) 0,631 (£0,001) 26,71 (x0,72) 2,61 (x0,15) 40,65 (+0,04)
30 -0,585 (+0,004) 10,92 (+0,75) 3,94 (x0,01) 11,19 (x0,04) 0,690 (£0,001) 46,62 (+0,48) 2,57 (+0,14) 41,53 (+0,25)
45 -0,596 (+0,001) 15,33 (+0,37) 3,67 (x0,02) 17,27 (+0,58) 0,719 (£0,002) 56,49 (+0,48) 1,01 (x0,06) 76,92 (+2,58)
60 -0,607 (+0,001) 18,85 (x0,37) 3,54 (x0,01) 20,29 (x0,12) 0,759 (£0,002) 70,78 (x0,96) 0,37 (x0,04) 91,45 (+1,44)
90 -0,621 (+0,001) 23,61 (¥0,01) 3,40 (x0,01) 23,44 (x0,31) 0,761 (£0,002) 70,78 (x0,96) 0,17 (x0,02) 96,04 (+0,70)
120 -0,636 (+0,002) 28,90 (+0,50) 2,28 (+0,01) 48,52 (+0,23) 0,793 (+0,001) 81,67 (+0,01) 0,16 (+0,01) 96,42 (+0,01)
180 -0,651 (+0,002) 34,18 (+0,50) 2,19 (x0,01) 50,57 (x0,18) 0,817 (£0,001) 90,01 (x0,24) 0,15 (+0,01) 96,56 (+0,29)
240 -0,671 (x0,004) 41,41 (x0,87) 2,02 (x0,01) 54,45 (x0,17) 0,824 (£0,004) 92,22 (+1,44) 0,11 (x0,01) 97,55 (x0,25)
Teste estatistico** p-valor Teste estatistico** p-valor
Crioscopia  Normalidade (Shapiro-Wilk) 0,002 Normalidade (Shapiro-Wilk) 0,614
CIEUV Wilcoxon 0,028 t pareado 0,013

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
# Simulacéo dos processos industriais de hidrélise enzimatica: Ensaio 1 (hidrdlise por batelada: incubacdo a 8 °C) e Ensaio 2 (hidrélise asséptica:
incubacéo a 40 °C). * Nivel de hidrdlise em t, foi considerado igual & zero. Desvio-padréo entre parénteses para n = 2 (duplicatas auténticas). **

Comparacdo dos % hidrélise obtidos por crioscopia e CZE-UV (n = 10, a = 0,05).
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Além disso, é importante destacar que mudancas na cor e no valor nutricional do
produto podem ser intensificadas quando a hidrdlise da lactose é realizada antes do
aquecimento do leite porque os monossacarideos liberados durante a acdo enzimatica sdo
mais reativos a aminas (lisina ligada as proteinas primarias e também outros grupos —NH
terminais) quando comparados a lactose, acelerando a reagdo de Maillard durante o
tratamento térmico e periodo de estocagem. Devido a esse conjunto de fatores, o processo de
hidrolise apos o tratamento térmico é considerado por alguns autores como o método mais
adequado para producdo de leites hidrolisados (JANSSON et al., 2014; MESSIA;
CANDIGLIOTA; MARCONI, 2007).

Quanto ao teste comparativo realizado a fim de verificar se os métodos eletroforético e
crioscopico diferem entre si quanto ao monitoramento dos processos hidroliticos, podemos
observar na Tabela 5.2 que o Ensaio 1 foi avaliado por estatistica ndo-paramétrica através do
teste de Wilcoxon, visto que os dados ndo apresentaram perfil normal (p-valor < 0,05),
enquanto que o Ensaio 2 foi avaliado empregando-se teste t pareado (dados com distribuicdo
normal: p-valor > 0,05). De acordo com o0s testes comparativos realizados, os niveis de
hidrolise obtidos pelos métodos CZE-UV e crioscopia diferem entre si (p-valores < 0,05) ao
longo dos processos de hidrolise simulados pelos Ensaios 1 e 2.

VariagBes de até 20 % foram observadas entre os niveis de hidrolise identifcados pelos
os métodos analiticos, quando um mesmo tempo de incubacdo € considerado (Tabela 5.2),
provavelmente relacionadas a sensibilidade de cada método. Essa diferenca de sensibilidade
de deteccdo entre os métodos pode ser notada mais facilmente considerando a representacdo
gréafica dos dados de hidrdlise disposta na Figura 5.2, com os gréaficos a e b expondo os dados
dos Ensaios 1 e 2, respectivamente, em funcédo do tempo de incubacao.

A discrepancia entre os niveis de hidrélise detectados por crioscopia e CZE-UV
observada durante o Ensaio 1 (Figura 5.2 — grafico a) ocorre a partir dos 120 min de
incubacdo. Neste caso, 0 método eletroforético detectou 50 % de reducdo da lactose aos 180
min de processo enquanto 0 método crioscopico ndo conseguiu detectar tal nivel de hidrolise
mesmo considerando o tempo total de incubacdo de 240 min. A maior sensibilidade do
método eletroforético para a deteccdo do nivel de hidrdlise também é perceptivel na
representacdo grafica do Ensaio 2 (Figura 5.2 — grafico b) visto que 90 % de reducdo da
lactose foi identificada por CZE-UV com 60 min de processo, enquanto que este mesmo nivel

de hidrolise foi detectado por crioscopia apenas com 180 min de incubag&o do sistema.
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Figura 5.2 — Evolucdo gréfica para hidrolise enzimética da lactose detectada pelos métodos
por crioscopia (x) e CZE-UV () durante Ensaio 1 (hidrélise por batelada — incubacdo a 8 °C)
(@) e Ensaio 2 (hidrolise asséptica — incubagéo a 40 °C) (b)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Rosolen et al. (2015) verificaram um aumento significativo da degradacdo da lactose
no leite (monitorado pelo aumento da concentracdo de glicose) apds 120 min de incubacgédo a
10 °C utilizando 0,074 % e 0,111 % de B-galactosidase de K. lactis, seguido por ligeiro
aumento do contetdo desse monossacarideo até 12 h de incubacgéo. Este estudo corrobora
com os dados encontrados durante o Ensaio 1, em que um aumento expressivo do nivel de
hidroélise é detectado por CZE-UV aos 120 min de incubagdo a 8 °C.

Durante o processo hidrolitico, a liberacdo dos mondmeros de glicose e galactose gera
um aumento da concentracdo molar de aclcares no leite, com uma reducdo linear
concomitante no ponto de congelamento (NIJPELS et al., 1980). No entanto, sabe-se que as
B-galactosidases podem produzir oligossacarideos como metabdlitos secundarios por meio de
reacOes de transgalactosidacdo (HUSAIN, 2010). A maioria dos oligossacarideos formados

apresenta alto peso molecular e estd associada a proteinas, causando variagdes menores ou
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praticamente insignificates no ponto de congelamento do leite quando comparadas as
variagfes causadas quando apenas 0os monossacarideos sdo liberados pela acdo da enzima
durante a hidrélise (JEON; MANTHA, 1985). Em um estudo similar ao proposto para o
Ensaio 2, Jeon e Saunders (1986) verificaram que niveis mais baixos de hidrolise eram
encontrados em amostras de leite tratadas com [-galactosidase e incubadas a 37 °C/4 h
quando se empregava a crioscopia como método de controle, em comparacdo aos niveis
encontrados quando se utilizava HPLC. Os autores também verificaram experimentalmente a
formacdo de oligossacarideos e sua influéncia no retardo da evolucdo do ponto de
congelamento durante a hidrélise. As amostras com maior concentracdo de oligossacarideos
apresentaram pequenas variagcdes no ponto de congelamento e, consequentemente, diferencas
mais acentuadas entre os niveis de hidrélise obtido por crioscopia e por HPLC. Como a
formacéo dos oligossacarideos € dificil de ser controlada, pois a mesma depende da atividade
enzimética e da presenca de outros metabdlitos, o uso do ponto de congelamento como
pardmetro analitico para estimativa da hidrélise da lactose pode ndo somente comprometer o
controle de qualidade da producédo de leites hidrolisados, mas também aumentar o tempo de
processamento.

A falta de sensibilidade do método crioscépico para o controle do processo de
hidrélise da lactose também foi identificada em um estudo recente, o qual comparou um
método de separacdo por cromatografia de troca idnica de alto desempenho (HPAEC-PAD)
com nove métodos analiticos comumente usados para determinacdes de lactose residual em
leite hidrolisado (CHURAKOVA et al., 2019). Diante dos resultados encontrados, os autores
sugerem que a utilizacdo do ponto de congelamento do leite para monitoramento do nivel de
hidrélise da lactose pode comprometer o controle do processo.

Ao avaliar os eletroferogramas dispostos na Figura 5.3 obtidos ao longo dos ensaios
podemos verificar que os perfis eletroforéticos estdo em consonancia com o comportamento
gréfico exibido pelos dados. E possivel observar uma leve diminuicdo do pico 3 (referente a
lactose) durante os primeiros 90 min do Ensaio 1. Aos 120 min de incubag&o, verifica-se o
surgimento dos picos de glicose e galactose (picos 2 e 4, respectivamente), seguido de uma

leve mudanca no perfil eletroforético em tig € to.
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Figura 5.3 — Perfis eletroforéticos de leite submetido aos processos de hidrolise por batelada -

Ensaio 1 (a) e asséptica - Ensaio 2 (b) monitorados ao longo do tempo t; (sendo i = 0, 5, 10,
30, 45, 60, 90, 120, 180 e 240 min). Picos (1) lactulose, (2) glicose, (3) lactose e (4) galactose®
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

% Hidrdlise por batelada (Ensaio 1): incubagdo a 8 °C, hidrélise asséptica (Ensaio 2): incubagéo a
40 °C. Condicdes experimentais: extracdo da amostra (TCA 40 % m/v), capilar TSP (75 um i.d.,
50,0 cm LE), pardmetros eletroforéticos (injecdo: 15 mbar/2 s, tenséo: -20 kV, temperatura: 20
°C, detecgdo: 350 nm, referéncia em 275 nm).
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Por outro lado, no Ensaio 2 (Figura 5.3-b) é possivel observar uma diminuicdo rapida
e progressiva do pico de lactose (pico 3) com o surgimento dos picos de glicose e galactose a
partir de 10 min de incubacdo. Além disso, nota-se uma gradativa evolugéo dos picos 2 e 4 no
perfil eletroforético até 60 min de processamento. Finalmente, uma manutencdo do perfil
eletroforético entre tgo e ty € observada com ligeira modificacdo do nivel de hidrélise
conforme observado no perfil grafico da Figura 5.2 indicando reducdo da atividade enzimatica
provavelmente por acdo inibitoria dos produtos gerados.

Outro fator interessante a ser destacado é que ao comparar os perfis eletroforéticos
com os niveis de hidrélise dispostos na Tabela 5.2, é possivel verificar que o surgimento dos
picos de glicose e galactose ocorre quando o produto apresenta um nivel de hidrélise acima de
40 % (em t12 no Ensaio 1 e em tjo no Ensaio 2). Diante desse comportamento, podemos
inferir que o método CZE-UV também pode ser utilizado como uma ferramenta de analise
qualitativa para a distin¢cdo de produtos convencionais e hidrolisados, quando este Gltimo
apresentar um nivel de hidrolise do contetdo de lactose acima de 40 %.

A presenca de lactulose (pico 1) foi detectada em ambos os Ensaios 1 e 2
principalmente nos momentos iniciais do processo enzimatico, fato este ja esperado visto que
a amostra de leite utilizada nos ensaios foi submetida ao tratamento térmico UHT. A medida
que a reacdo enzimatica ocorre nota-se o0 desaparecimento do pico 1, indicando uma possivel
degradacdo da lactulose ao longo do processo enzimatico j& que a lactase microbiana também
é capaz de hidrolisar este isbmero (RUIZ-MATUTE et al., 2012).

E vélido destacar a existéncia de correlacdo entre o teor de lactose (g 100 mL™),
quantificado por CZE-UV e o ponto de congelamento (°H) para ambos os Ensaios 1 e 2 (R
multiplo de 0,97 e 0,98, respectivamente) e elevada significancia de regressao (Feaiculado 0€
285 e 266, respectivamente; considerando um Fiico = 4,41). Diante de tal comportamento, o
uso da modelagem de regressdo linear sinaliza uma correlacdo promissora entre 0s parametros
propostos. Dessa forma, o teor residual de lactose nos Ensaios 1 e 2 pode ser correlacionado a
DPC mediante aplicacdo das Equaces 5.3 e 5.4, respectivamente:

LACT (g 100 mL™) = -0,024 DPC (°H) + 17,99 (5.3)
LACT (g 100 mL™) =-0,018 DPC (°H) + 14,49 (5.4)

Onde: LACT ¢é o teor de lactose e DPC é a depressao do ponto de congelamento.

Colinas et al. (2006) apresentaram uma correlacdo de 0,99 entre o conteudo residual

de lactose (medido por metodologias como polarimetria, HPLC ou método enzimatico) e o
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indice crioscdpico com a proposicdo de uma modelagem matematica. A grande vantagem da
modelagem baseada em um método quantitativo como referéncia, em relacdo a regresséo
proposta pelo fornecedor da enzima, & personalizar o modelo matematico considerando a
matéria-prima, a enzima e as caracteristicas industriais particulares daquela unidade de
producdo. Dessa forma, obtém-se maior confian¢a quanto a estimativa do residual de lactose.

Embora a abordagem matematica seja interessante para um controle industrial interno
mais rapido e confiavel, é importante destacar que, por ser um método indireto baseado em
estimativas, o método crioscopico ndo € adequado para inspecdo quanto a adequacdo do
produto aos requisitos legais estabelecidos para a linha de hidrolisados. Portanto, o uso de um
método quantitativo para determinacéo direta da real concentracdo residual de lactose se torna
indispensavel para a industria, quando se deseja garantir o atendimento a legislacdo vigente,
bem como para os 6rgaos fiscalizadores.

E valido mencionar que variagdes na atividade da enzima utilizada, assim como no
teor de lactose inicial da matéria-prima, irdo afetar o tempo de incubacdo independente do
tipo de processamento realizado (antes ou apds o tratamento térmico). Nesse caso, torna-se
essencial manter o controle da qualidade da enzima, do seu armazenamento e o uso de acordo
com as condicdes especificadas pelo fornecedor. Além disso, estratégias de rastreabilidade da
matéria-prima recepcionada como, por exemplo, verificar o perfil histérico quanto ao teor de
lactose de acordo com a linha de produtores ou estagéo do ano, podem auxiliar na estimativa
do tempo de hidrolise de acordo com o perfil tracado e permitir que pequenas alteracdes de

processo sejam propostas para que se mantenha o mesmo nivel de produtividade.
5.4 CONCLUSAO

Apesar dos métodos avaliados ndo apresentarem diferencas estatisticas entre si quanto
ao monitoramento do processo de hidrolise, o método CZE-UV apresentou maior
sensibilidade para identificacdo do nivel de hidrolise, podendo auxiliar na reducédo do tempo
de incubagdo principalmente quando a hidrolise por batelada é adotada. Por se tratar de um
método quantitativo, 0 método eletroforético pode ser utilizado tanto para o monitoramento da
etapa de hidrolise pelas industrias processadoras quanto para a checagem do produto quanto
ao atendimento as especificagdes legais estabelecidas pelos 6rgdos regulamentadores. Outro
fator importante a ser considerado € a possibilidade de se utilizar o método CZE-UV como

ferramenta qualitativa para distincdo de produtos convencionais e hidrolisados (quando estes
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apresentarem uma reducdo superior a 40 % do seu teor de lactose) mediante avaliacdo dos
perfis eletroforéticos.

O desempenho mais lento e a menor sensibilidade que o método crioscépico
apresentou, além das possiveis interferéncias, podem comprometer a produtividade e a

adequacdo do produto as normas estabelecidas.

5.5 PUBLICACOES

DE OLIVEIRA NEVES, L. N.; LEAL DE OLIVEIRA, M. A. Assessment of enzymatic
hydrolysis of lactose in lactose-free milk production - A comparative study using capillary

zone electrophoresis and cryoscopy. LWT - Food Science and Technology, v. 138, p.
110585, 2021.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSECTIVAS

Considerando os resultados obtidos nesta tese, podemos afirmar que o método CZE-
UV proposto pode ser aplicado para monitorar dois importantes processamentos industriais no
setor lacteo: o tratamento térmico UHT, mediante determinacdo da lactulose, e o processo de
hidrolise enzimatica da lactose, com a determinacdo direta desse dissacarideo. Assim, este € 0
primeiro relato, por eletroforese capilar de zona, de determinagdo dos isomeros lactulose e
lactose em matriz lactea convencional e hidrolisada.

O estudo dos métodos de extracdo e ajuste dos parametros instrumentais viabilizaram
a proposicdo de um método eletroforético capaz de determinar ambos os isdbmeros em leites
com diferentes teores de lactose. Ademais, significativos ganhos de sensibilidade foram
alcancados em comparacdao ao método inicialmente proposto por Neves (2015). Outro ponto
de destaque deste trabalho é a frequéncia analitica obtida para o método CZE-UV em
comparacdo ao metodo cromatografico oficial, com a determinacdo dos dois isdmeros em um
tempo menor que a quantificacdo exclusiva da lactulose por HPLC-RID.

No estudo comparativo dos métodos crioscépico e eletroforético utilizados para
monitorar diferentes processos de hidrélise enzimatica, resultados importantes também foram
obtidos, com destaque a maior sensibilidade do método quantitativo proposto. Dessa forma, o
uso do método CZE-UV pode auxiliar de forma significativa na melhoria de produtividade
por apresentar maior sensibilidade. Além disso, a proposicdo de modelagens de regressdo
baseadas no método eletroforético e considerando as particularidades de cada unidade de
producdo parece ser uma alternativa mais refinada e segura para estimativa do nivel de
hidrélise para a inddstria.

E importante destacar ainda o comportamento dos indicadores térmicos HMF e WPNI
utilizando métodos classicos de baixo custo, e lactulose por CZE-UV em leite UHT
hidrolisado. Através deste estudo foi possivel identificar experimentalmente como a mudanca
do teor de lactose e do tipo de carboidrato presente (como consequéncia do processo de
hidrolise enzimatica) interfere no comportamento desses indicadores, propor novas aplicacfes
para o indice de HMF e ainda alertar sobre o uso da lactulose como indicador térmico em
matriz com lactose hidrolisada.

De posse dos resultados encontrados, uma das perspectivas deste trabalho é a
aplicacdo do metodo CZE-UV como uma ferramenta analitica alternativa para o
monitoramento de ambos os processos industriais, podendo ser aplicada tanto no controle
interno de producdo pelas industrias do setor, quanto na verificacdo do cumprimento dos



117

requisitos legais por oOrgdos fiscalizadores. Trabalhos futuros deverdo apresentar como
motivacdo central o desenvolvimento de instrumental mais préatico e aplicavel em campo,
facilitando o trabalho de fiscalizacdo. A aplicacdo do método CZE-UV como método de
referéncia para calibracdo de técnicas mais rapidas capazes de serem utilizadas em modo

online pelo setor de producéo também apresenta grande potencial e merece atengdo futura.
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APENDICE A - PERFIS ELETROFORETICOS PARA QUANTIFICACAO DE
LACTULOSE E LACTOSE EM LEITE UHT CONVENCIONAL

Figura 6.1 — Perfis eletroforéticos obtidos na determinacéo de lactulose (A) e lactose (B) para
as marcas de leite UHT convencional M_1 a M_3. Linha cheia: sinal analitico do extrato da
amostra, linha tracejada: sinal analitico do extrato da amostra + padrdo. Picos: (1) lactulose e

(3) lactose
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
CondicOes experimentais: extracdo amostra (método Carrez), capilar (TSP 75 um i.d., 50,0 cm Lg),
injecdo (10 mbar/1 s), tenséo (-15 kV), temperatura (20 °C), deteccdo (350 nm, referéncia em 275 nm).
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Figura 6.2 — Perfis eletroforéticos obtidos na determinacéo de lactulose (A) e lactose (B) para
as marcas de leite UHT convencional M_4 a M_7. Linha cheia: sinal analitico do extrato da
amostra, linha tracejada: sinal analitico do extrato a amostra + padrdo. Picos: (1) lactulose e

(3) lactose
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
Condig0es experimentais: idem Figura 6.1.
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Figura 6.3 — Perfis eletroforéticos obtidos na determinacéo de lactulose (A) e lactose (B) para

as marcas de leite UHT convencional M_8 a M_11. Linha cheia: sinal analitico do extrato da

amostra, linha tracejada: sinal analitico do extrato da amostra + padrdo. Picos: (1) lactulose e

(3) lactose
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Figura 6.4 — Perfis eletroforéticos obtidos na determinacgéo de lactulose (A) e lactose (B) para
as marcas de leite UHT convencional M_12 a M_15. Linha cheia: sinal analitico do extrato da
amostra, linha tracejada: sinal analitico do extrato da amostra + padréo. Picos: (1) lactulose e
(3) lactose
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
Condigdes experimentais: idem Figura 6.1.
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Figura 6.5 — Perfis eletroforéticos obtidos na determinagdo de lactulose (A) e lactose (B) para

as marcas de leite UHT convencional M_16 e M_17. Linha cheia: sinal analitico do extrato da

amostra, linha tracejada: sinal analitico do extrato da amostra + padréo. Picos: (1) lactulose e

(3) lactose
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
CondicOes experimentais: idem Figura 6.1.
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PERFIS ELETROFORETICOS OBTIDOS NA ETAPA DE

OTIMIZACAO DOS PARAMETROS INSTRUMENTAIS DO

METODO CZE-UV

Figura 6.6 — Perfis eletroforéticos obtidos para leite UHT convencional (REG) e hidrolisado

(LH) submetidos aos ensaios CE_01 a CE_08 para otimizacdo dos parametros instrumentais

via planejamento Box-Behnken 33. Picos: (1) lactulose, (2) glicose, (3) lactose e (4) galactose

EOF EOF EOF EOF
, | | ]IH] 24” \ a\ \ N I
‘ |
g | s ] ‘ F s | a “ |
| 2 i
i | E | ol ‘ 3 N
< \ | © }\ ‘\ [RE | w \ }‘\ } /
/ \ ‘} \ \\\\\\ - } / ‘\ e /\,\ \ | | |
™ Nk | “ e ‘ e oo / ) N ) ‘ /
|
12 13 14 15 16 7 on 12 3 " 15 16 i " 12 13 14 15 16 ‘ 7 on 12 13 " 15 16 17
Tempo (min) Tempo (min)
CE_03 CE_04
. EOF EOF = 3 EOF A EOF
REG f\ \ / 4 | p \ F
2
l ‘ 2\ ‘ / “ ‘
2 | sl ) 2 | 3 I
: \ | \ i (]2 \ : It |
\ | J \ | \
~ \\WM/\/A/\«J | mj} N[ | 1 “\ } [ J\ \ A |
o ‘ { } Y N /‘,‘ o (
8 9 1 1 12 8 9 10 1 12 7 8 9 10 1 12 7 8 9 10 1 12
Tempo (min) Tempo (min)
CE_09
EOF . EOF EOF
[REG] \ ] w ; K ' e
3 2 ’\ 2 ‘
f\ , ”‘ ‘ (s ﬂ . | ﬂ‘
|- /3 I mlE | : \\ ‘
. \\ / [ \V\\ } ( © ‘\ ‘ © ‘ \
[N | [N || I \\
e [ ] e ‘ A J N R UV N
| J T o) | .
10 1 12 13 “ 59 10 1" 12 13 14 15 10 1 12 13 % 15 16 1 12 13 " 15
Tempo (min) Tempo (min)
CE_o7 CE
_ £oF EOF EOF
REG| ; \ 4 R ( [REG/ 5 \ 4
P\ 2 | ‘ 2 ”
F) ‘ ‘ s f\ ‘ 2 ‘ 5 f\ ‘
: || % (u . | E |
E | \ £ | s | | E |
e I HE | ¢ |
[ h . [N [\ | | H /
)\ N \ U ‘ ‘ \ \
N ‘ ‘ . v \N,N\dw/\/\'J ‘ _A/J \\\/\/ AN | ( ] \ \\W} /,,
| |
10 1 12 13 4 o 10 1 12 13 " 10 1 12 13 “ 9 10 1 12 13 1%
Tempo (min) Tempo (min)

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

CondicOes experimentais: extracdo da amostra (método de clarificagdo com Carrez | e I1), detec¢do
(350 nm, referéncia em 275 nm), capilar (TSP 75 um i.d., 50,0 cm Lg). Parametros instrumentais:

CE_01 (10 mbar/ 2s, -15 kV, 22 °C),
CE_02 (20 mbar/ 2s, -15 kV, 22 °C),
CE_03 (10 mbar/ 2s, -20 kV, 22 °C),
CE_04 (20 mbar/ 2s, -20 kV, 22 °C),
CE_05 (10 mbar/ 2s, -17 kV, 20 °C),
CE_06 (20 mbar/ 2s, -17 kV, 20 °C),
CE_07 (10 mbar/ 2s, -17 kV, 25 °C),
CE_08 (20 mbar/ 2s, -17 kV, 25 °C).
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Figura 6.7 — Perfis eletroforéticos obtidos para leite UHT convencional (REG) e hidrolisado

(LH) submetidos aos ensaios CE_09 a CE_15 para otimizacdo dos parametros instrumentais

via planejamento Box-Behnken 33. Picos: (1) lactulose, (2) glicose, (3) lactose e (4) galactose
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

CondicGes experimentais: extracdo da amostra (método de clarificagdo com Carrez | e 1), deteccdo
(350 nm, referéncia em 275 nm), capilar (TSP 75 um i.d., 50,0 cm Lg). Parametros instrumentais:

CE_09 (15 mbar/ 2s, -15 kV, 20 °C),
CE_10 (15 mbar/ 2s, -20 kV, 20 °C),
CE_11 (15 mbar/ 2s, -15 kV, 25 °C),
CE_12 (15 mbar/ 2s, -20 kV, 25 °C),

CE_13, CE_14, CE_15 (15 mbar/ 2s, -17 kV, 22 °C).
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APENDICE C - PERFIS ELETROFORETICOS PARA QUANTIFICAQAO DE
LACTULOSE E LACTOSE EM LEITE UHT CONVENCIONAL E
HIDROLISADO
Figura 6.8 — Eletroferogramas obtidos na quantificacdo de lactulose (A) e lactose (B) nas
amostras de leite UHT convencional (REG) e hidrolisado (LH) das marcas M_1 e M_2. Linha
cheia: sinal analitico do extrato da amostra, linha tracejada: sinal analitico do extrato da

amostra + padréo. Picos: (1) lactulose, (2) glicose, (3) lactose e (4) galactose
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Condigdes experimentais: extracdo da amostra (TCA 40% m/v), injecdo (15 mbar/ 2s), tensdo (-20
kV), temperatura (20 °C), deteccdo (350 nm, referéncia em 275 nm), capilar (TSP 75 um i.d., 50,0 cm
LE).
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Figura 6.9 — Eletroferogramas obtidos na quantificacdo de lactulose (A) e lactose (B) nas
amostras de leite UHT convencional (REG) e hidrolisado (LH) das marcas M_3 e M_4. Linha
cheia: sinal analitico do extrato da amostra, linha tracejada: sinal analitico do extrato da

amostra + padrao. Picos: (1) lactulose, (2) glicose, (3) lactose e (4) galactose
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
Condigdes experimentais: idem Figura 6.8.
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Figura 6.10 — Eletroferogramas obtidos na quantificacdo de lactulose (A) e lactose (B) nas
amostras de leite UHT convencional (REG) e hidrolisado (LH) das marcas M_5e M_6. Linha
cheia: sinal analitico do extrato da amostra, linha tracejada: sinal analitico do extrato da
amostra + padrao. Picos: (1) lactulose, (2) glicose, (3) lactose e (4) galactose
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
Condigdes experimentais: idem Figura 6.8.



