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RESUMO

O presente trabalho de revisdo teve como objetivo apresentar os principais métodos
instrumentais para deteccdo e quantificacdo da lactose em leite e derivados. Foram
selecionados estudos que abordaram o uso de métodos cromatograficos, enzimaticos,
espectroscopicos e eletroforéticos para a analise da lactose. Foram realizadas
comparagdes das vantagens e limitagdes dos métodos em relagdo ao custo,
implementagéao, treinamento de pessoal, preparo de amostras e geragao de residuos.
Além disso, foram discutidos aspectos relacionados a qualidade analitica e a aplicagao
em diferentes produtos lacteos. A revisdo teve como objetivo destacar a importancia da
escolha do método analitico de acordo com as necessidades das empresas e
laboratorios. O conhecimento das diversas técnicas garante uma analise precisa e
eficiente do teor de lactose, proporcionando garantia de qualidade, segurangca e
conformidade do produto frente a legislagéo e as expectativas dos consumidores. Para
avancar nesse campo, Sa0 necessarias pesquisas futuras voltadas para o
desenvolvimento de métodos especificos para diferentes matrizes lacteas, que
possuam alto valor analitico e menor custo.

Palavras-chave: Analise de Lactose. Métodos de Detecgado. Controle de qualidade.
Espectroscopia por IV. Eletroforese Capilar. Métodos Cromatograficos. Métodos
Enzimaticos.



ABSTRACT

This review aspired to present the main instrumental methods for detecting and
quantifying lactose in milk and dairy products. Chromatographic, enzymatic,
spectroscopic and electrophoretic methods for lactose analysis were selected for this
study. The advantages and limitations of the methods were compared regarding cost,
implementation, workforce training, sample preparation and waste generation. Aspects
of analytical quality and application in different dairy products were also compared. The
review intended to highlight the importance of choosing the analytical method according
to the needs of companies and laboratories. Knowledge of analytical techniques
guarantees an accurate and efficient analysis of the lactose content to attest to the
product's quality, safety and compliance with legislation and consumers. Future
research is necessary to develop specific analytical methods for different dairy matrices,
high analytical value and lower costs.

Keywords: Lactose analysis. Detection methods. Quality Control. IR spectroscopy.
Capillary electrophoresis. Chromatographic methods. Enzymatic methods.
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1 INTRODUGAO

O leite € um alimento de origem animal amplamente reconhecido por seu valor
nutricional e presenca frequente na dieta humana. Desde o nascimento, € consumido
por todos os mamiferos para fornecer os nutrientes essenciais necessarios para o
crescimento e desenvolvimento do neonato. E considerado um alimento completo do
ponto de vista nutricional, apresentando uma variedade de componentes benéficos
para a saude como proteinas, gorduras, vitaminas, enzimas e minerais (Horne, 2019;
Fox; McSweeney, 1998; Perrone et al., 2019; Plaza-Dias; Fontana; Gil, 2018).

A producdo mundial de leite vem aumentando a cada ano, acompanhando o
crescimento populacional e o desenvolvimento de produtos lacteos para atender as
demandas de diferentes perfis de consumo. Nesse contexto, o Brasil apresenta a
cadeia de producao de leite como uma das suas principais atividades econdémicas
(Charlton et al., 2019; IBGE, 2022).

A produgéo de leite deve levar em consideragéo a qualidade e a seguranga de
alimentos, o bem-estar dos animais, a higiene do processamento e do transporte do
leite para a entrega de produtos dentro de condi¢gdes exigidas pelos o6rgaos
regulatorios. Assim, as industrias tém se preocupado em grande parte com a regulagéo
da qualidade e das caracteristicas dos produtos lacteos, requisitos que devem ser
atendidos para que o produto possa ser considerado conforme e liberado para a venda
ao consumidor. Esses requisitos sao dependentes de resultados confidveis em relagao
aos componentes lacteos e para isso sdo necessarios métodos analiticos eficientes
(Brasil, 2020Db).

A lactose € o principal carboidrato do leite e tem sido objeto de estudo em
inumeras pesquisas, devido ao seu papel em relagado aos beneficios nutricionais e as
intolerancias alimentares. A intolerancia a lactose é uma condigdo da maior parte da
populagdo mundial e tem recebido grande atencdo da comunidade cientifica e da
industria, principalmente pelo aumento da exigéncia dos consumidores com
intolerancias alimentares ou que nao desejam consumir certos nutrientes e a nova
regulamentacao nacional para rotulagem de alimentos (Canani et al., 2016; Di
Costanzo; Canani, 2018; Lule et al., 2016; McSweeney; Fox, 2009).

As industrias desenvolvem constantemente diversos produtos reduzidos e

isentos em lactose para que pessoas com intolerancia ou que nao consomem lactose
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por outros motivos nao deixem de consumir produtos lacteos e consequentemente os
nutrientes como o calcio e as proteinas, que sdo importantes para uma alimentagao
balanceada. As empresas e universidades tém respondido a isso com o
desenvolvimento constante de processos para garantir produtos mais seguros, por
meio de métodos analiticos eficientes na detecgcdo da lactose (Charlton et al., 2019;
Churakova et al., 2019; Costa et al., 2021; Portnoy; Barbano, 2021).

O trabalho de Portnoy e Barbano (2021) aponta que a lactose sera um nutriente
de grande importancia no futuro em relacdo ao processamento e rotulagem de
alimentos, devido as suas caracteristicas de cunho tecnolégico e nutricional. A lactose
tem participacdo em importantes reagdes bioquimicas e efeitos na saude humana,
portanto sua analise € fundamental para o controle de qualidade do leite e derivados,
seja para a fabricacdo de produtos reduzidos ou isentos em lactose quanto para a
tecnologia de fabricagao de outros produtos (Charlton et al., 2019; Churakova et al.,
2019; Costa et al., 2021).

O crescente conhecimento sobre a intolerancia a lactose e as informagdes dos
consumidores acerca dos alimentos em busca de um estilo de vida mais equilibrado
sdo questdes que mostram a importancia da realizagao de analises de lactose. Além
disso, as legislagcbes vigentes acerca da identidade, composi¢do e rotulagem dos
alimentos, juntamente a cultura de controle de qualidade e seguranga, impulsionaram
o desenvolvimento de métodos capazes de detectar e quantificar a lactose de forma
mais simples e rapida em relagdo aos métodos tradicionalmente usados (Brasil, 2020b;
Brasil, 2022a; Brasil, 2022b; Da Silva et al., 2020; Goff; Hartel, 2013; Portnoy; Barbano,
2021).

Os meétodos analiticos tradicionais tém sido cada vez menos utilizados por
apresentarem limitagcbes como maior ocorréncia de erros, acidentes laboratoriais e
maior tempo de andlise. Soma-se a isso o aumento da demanda de producgédo das
industrias, que necessita da entrega de resultados de forma cada vez mais rapida. Ja
os métodos instrumentais tém evoluido constantemente, apresentando alta eficiéncia,
rapidez, confiabilidade e alto volume de dados gerados, além de serem considerados
oficiais por 6rgaos regulatérios nacionais e internacionais. Assim, sua utilizagdo tem
crescido em relagdo aos métodos tradicionais, porém ainda com desafios a serem
superados como custo, dificuldade de implementagao, capacitacdo de operadores € a

procura por técnicas que gerem menor volume de residuos prejudiciais ao meio
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ambiente (Acquaro Jr. et al., 2013; Da Silva et al., 2020; Danzer, 1992; Gonzaga et al.,
2019; Passos, 2011; Portnoy, Barbano, 2021).

2 OBJETIVOS

A presente revisao integrativa se propde a abordar a aplicagdo de métodos
analiticos instrumentais para analise de lactose de forma ampla, explorando e
contrastando os principais métodos utilizados para produtos lacteos. O comparativo
tem o intuito de auxiliar na escolha do método mais eficaz para otimizagao do controle
de qualidade e segurangca dos alimentos, de acordo com as expectativas dos

consumidores e a legislacéo vigente.

2.1 Objetivo geral

e Comparar os principais métodos analiticos instrumentais utilizados na deteccao

e quantificacdo da lactose em leite e derivados.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar a aplicagdo dos métodos de analise em diferentes produtos lacteos,
observando limitagdes, vantagens, parametros analiticos e tipos de amostras
analisadas

e Destacar a importancia da escolha do método analitico de acordo com a
necessidade da empresa, garantindo a segurangca do consumidor e a

conformidade com a legislacao vigente.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Leite

O leite é produzido pelas fémeas dos mamiferos para nutrir os neonatos nos

primeiros meses de vida, sendo responsavel pelo inicio do desenvolvimento de

sistemas fisiolégicos importantes. Sua composigéo inclui agua, proteinas, gordura,
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vitaminas, lactose, sais organicos e inorganicos, enzimas e outras moléculas de menor
tamanho dispersas ou dissolvidas, formando uma solugdo unica. Apesar da
capacidade de produzir leite ser a principal caracteristica que une as diferentes
especies de mamiferos, essa pode variar de acordo com a espécie, raga, saude do
animal (como casos de mastite e infecgdes), nutricdo, estagio de lactagao, intervalo
entre ordenhas e estagao do ano (Horne, 2019; Fox; McSweeney, 1998; Perrone et al.,
2019; Plaza-Dias; Fontana; Gil, 2018).

O leite é considerado um sistema bioquimico complexo e dindmico, com
componentes que se encontram em fases de dispersao, emulsdo ou solugdo, como
mostra a Figura 1. A gordura se encontra emulsionada em forma de glébulos
circundados por uma camada lipoprotéica, sendo responsavel pelo sabor e cor
caracteristicos do leite. A fragdo proteica compreende as caseinas e as proteinas do
soro, que se encontram em fases distintas. As caseinas sao proteinas de maior
tamanho, estrutura mais complexa, resistentes a agcao do calor e se encontram em
dispersao coloidal. As proteinas do soro sdo estruturas mais simples e facilmente
desnaturaveis durante os tratamentos térmicos, sendo encontradas de forma dissolvida
no leite. Os agucares, minerais, vitaminas e outros compostos de menor peso molecular

também se encontram dissolvidos no leite (Fox; Mcsweeney, 1998; Nikam et al., 2018).
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Figura 1 - Forma de ocorréncia dos principais componentes do leite

MINERAIS E

VITAMINAS

PROTEINAS Se encontram
s dissolvidos no leite

e encontram em
dispersao coloidal no
leite

LACTOSE

Lactose e outros
carboidratos se encontram
dissolvidos no leite

GORDURAS

Os glébulos de gordura ENZIMAS
se encontram em Presentes na membrana
emulsao no leite do glébulo de gordura,

soro e micelas de
caseina

Fonte: Adaptado de Fox, McSweeney (1998); Nikam et al. (2023).

O consumo de leite materno € imprescindivel para o ser humano apds o
nascimento e a continuidade do consumo do leite de outras espécies contribuiu para
mudancas fisioldgicas importantes e beneficios para a saude. De acordo com achados
historicos, a partir do periodo neolitico a humanidade transitou da caga e coleta de
alimentos para o cultivo de plantas e criagdo de animais, iniciando o consumo de leite
de outras espécies e producido de seus derivados. Essa mudancga nao s6 permitiu a
criacao de novos alimentos, mas também foi responsavel pelo surgimento gradativo da
tolerancia a lactose, caracteristica que ndo ocorre naturalmente na espécie humana
(Curry, 2013; Smith-Howard, 2017).

Sua importancia na alimentacdo e a possibilidade de se transformar numa
variedade de produtos fez do leite um dos alimentos naturais com maior potencial de
modificagao para atender todo tipo de necessidade e desejo. Os maiores desafios da
producdo de leite sdo o transporte e armazenamento, pela variacdo da producdo
durante o ano e a necessidade de transporte para a venda e consumo em locais de
maior distancia. A refrigeracdo e o tratamento térmico do leite possibilitaram seu
consumo diario pelas pessoas em diferentes localidades, além da melhora consideravel
da segurancga microbiologica (Curry, 2013; Smith-Howard, 2017).

O leite € um alimento consumido em todo o mundo e representa um dos

mercados globais mais significativos economicamente. Devido ao cenario global de
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recessao econdmica e inflagao, influenciado pela pandemia da Covid-19, foi possivel
observar um aumento generalizado nos custos de produgdo, mas ainda sim houve
crescimento na demanda mundial por produtos lacteos (ABIQ, 2024; FAO, 2022).

No Brasil, a producéo leiteira é considerada fonte de renda principal para muitas
familias rurais e envolve mais de um milhdo de produtores, desde a producéao
agropecuaria até o varejo. A producdo de leite no Brasil obteve uma melhora
significativa nos ultimos vinte anos, com um aumento de 80% da produ¢do mantendo
praticamente o mesmo numero de animais. Isso ocorreu devido ao uso intenso de
novas tecnologias, aumento do uso de terras e mao de obra, levando ao aumento da
produtividade do rebanho brasileiro. A produgao de leite no pais tem se mantido de
forma constante, em torno de 34 milhdes de toneladas por ano, com aumento
significativo da exportagdo de leite nos ultimos anos (ABIQ, 2024; Embrapa, 2020; FAO,
2022; Ribeiro Jr. et al., 2020).

Por sua importancia na alimentacéao, as implicagdes do consumo de leite para a
saude tém sido extensamente pesquisadas. O trabalho de revisdo de Zhang e
colaboradores (2021) sintetizou as evidéncias de uma série de revisdes sistematicas e
metanalises, avaliando os resultados das pesquisas existentes em relagao aos riscos
e beneficios do consumo de leite. Os resultados apontaram que o consumo de leite
pode levar a um risco aproximadamente 5,6% menor de desenvolver doencgas
cardiovasculares e derrames; risco 10% menor de desenvolvimento de cancer
colorretal; risco 13% menor de desenvolver sindrome metabdlica, que inclui
hipertensao, diabetes, hipercolesterolemia e aumento da gordura corporal; risco 16%
menor de desenvolver obesidade; risco 39% menor de ocorréncia de osteoporose e
17% menor de desenvolver doenca de Alzheimer. E importante ressaltar que esses
efeitos sdo fortemente dependentes da dose consumida e do teor de gordura do leite,
pois a maioria dos estudos nao especifica a dose e o tipo de leite consumido (Gil;
Ortega, 2019).

Apesar dos inumeros beneficios citados, a intolerancia a lactose é um disturbio
importante a ser considerado a partir do consumo de leite, devido a sua alta prevaléncia
e morbidade na populagao mundial. Isto justifica os diversos estudos que vém sendo
realizados abordando o tema, principalmente de forma a informar os riscos e evitar que
estes alimentos sejam eliminados da dieta das pessoas (Gil; Ortega, 2019; Zhang et
al., 2021).
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3.2 Lactose

A lactose, representada quimicamente como B-D-galactopyranosyl-(1—4)-D-
glucose e C;,H,,044, € 0 carboidrato presente em maior quantidade no leite. Sua fonte
natural € o leite, podendo ser extraida do mesmo e utilizada em alimentos e
medicamentos como ingrediente ou aditivo. E um dissacarideo formado por uma
molécula de glicose e uma de galactose unidas pela ligagéo glicosidica 3 (1,4), sendo
capaz de se apresentar em diversos estados e inter-relagdes quimicas, de acordo com
a temperatura do meio em que se encontra. Na Figura 2 sdo apresentadas algumas
propriedades importantes da lactose que justificam seu emprego nos processos
industriais e suas implicagdes na saude humana (Dominici et al., 2022; Ganzle; Raase;
Jelen, 2008; McSweeney; Fox, 2009).

Figura 2 - Principais propriedades da lactose

Baixo poder l('\ /-N Caracteristicas

edulcorante sensoriais
CH,OH CH,OH
OH o] o]
v~ N\ Yon OH 2"
Acucar OH Importancia
opticamente oH tecnolodgica
ativo OH
/\ Lactose /\
Geragao de Implicagdes na
energia saude de pessoas

intolerantes
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A sintese da lactose ocorre no tecido epitelial mamario a partir da alimentagao
dos animais, que leva a formagédo de moléculas precursoras da glicose na circulagao
sanguinea. A glicose é absorvida pela corrente sanguinea, alcangando o interior das
células, onde é convertida em galactose pelo processo de epimerizagao. Esse processp
consiste em uma mudancga de configuragdo de um monossacarideo em pelo menos um
centro estereogénico pela enzima epimerase, que resulta em mudangas de suas

propriedades fisicas. No ambiente celular, a galactose é transportada até o complexo
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de Golgi, onde a enzima lactose-sintetase ira conectar as moléculas de glicose e
galactose através da ligagao glicosidica B-(1,4), formando a lactose, que sera excretada
junto ao leite (Dominici et al., 2022; Ouellette; Rawn, 2018).

A lactose se encontra dissolvida no leite bovino com teor entre 4,8 e 5,1%, sendo
pouco variavel devido ao equilibrio osmoético em relagdo ao sangue. Esse controle é
importante para cessar a produgao de lactose quando necessario, assim como manter
a pressao osmotica controlada quando ocorre um influxo excessivo de cloreto de sodio
(NaCl) como em casos de mastite e final de lactacdo dos bovinos (Fox; McSweeney,
1998; Goff; Hartel, 2013; Mcsweeney; Fox, 2009; Perrone et al., 2019).

Por décadas o leite era considerado um alimento formado por gordura, coalhada
e soro, devido aos principais derivados produzidos serem queijos e produtos
fermentados. A primeira tentativa de isolamento da lactose ocorreu em 1633 por
Bartolettus, que a descreveu como o “sal essencial do soro”. No século XVIII, a lactose
tornou-se um importante produto comercial devido ao uso medicinal; no século seguinte
foi forjada grande parte do conhecimento em relagdo a sua estrutura, propriedades e
inovac&o no uso industrial. A lactose sempre foi uma molécula de grande interesse
cientifico, o que levou a descoberta de diversos empregos na industria farmacéutica e
alimenticia, que perdura até os dias atuais (Whittier, 1944; Wong; Hartel, 2014).

Do ponto de vista tecnolégico, a lactose € um componente fundamental na
fabricagdo de lacteos fermentados; possui influéncia direta nas caracteristicas de
produtos concentrados e congelados e € responsavel por mudangas sensoriais
importantes em produtos lacteos tratados termicamente. Nos produtos fermentados, a
lactose é utilizada como substrato por bactérias acido laticas, gerando acidez, melhora
de textura e das caracteristicas sensoriais. Na fabricacdo de produtos lacteos
desidratados e concentrados, muitos aspectos fisico-quimicos e sensoriais sao
influenciados pela lactose devido a sua solubilidade, fungéo redutora e por ser o
componente predominante entre os solidos totais de produtos como leite em po, doce
de leite e leite condensado (Goff; Wartel, 2013; Hettinga, 2019; Da Silva et al., 2020;
Mcsweeney; Fox, 2009; Portnoy; Barbano, 2021).

A lactose comercial é utilizada na fabricagcdo de produtos para confeitaria e
prontos para consumo, assim como medicamentos e férmulas infantis. Produtos lacteos
com baixo teor ou sem lactose tém dominado o mercado atual por necessidades e

preferéncias dos consumidores intolerantes ou que buscam alimentos de acordo com
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seu estilo de vida. Assim, o controle do processo de hidrélise da lactose e sua detecgao
tém evoluido constantemente (Hettinga, 2019; Portnoy; Barbano, 2021).

Por se apresentar menos doce, possuindo cerca de 30% do poder adogante da
sacarose, a lactose pode ser adicionada em diversos produtos de panificacdo e
confeitaria, aumentando o teor de sdélidos sem apresentar dulgor excessivo. Pode ser
utilizada para substituir parte da sacarose em alguns produtos, gerando melhor
aceitacdo sensorial como melhor palatabilidade, preenchimento e viscosidade
(Dominici et al., 2022; Mesias, Delgado-Andrade, 2017).

A lactose € um carboidrato com fung¢ao quimica redutora que, com acgao do calor,
promove uma reagao de escurecimento ndo-enzimatico, conhecida como reagao de
Maillard. A reacdo de Maillard ocorre entre a glicose, porgao redutora da lactose, com
grupamentos aminas das proteinas lacteas e produz alteragdo nas caracteristicas
sensoriais dos alimentos, gerando cor, sabor e odor agradaveis. Quando ocorre em
condi¢des controladas de temperatura, a reagcao de Maillard gera compostos como as
melanoidinas, que sao relacionadas com efeitos antioxidantes, antimicrobianos,
antiinflamataérios, anti-hipertensivos e prebidticos. No entanto, € uma reagado que pode
apresentar efeitos indesejaveis quando ndo ha monitoramento correto e prolongamento
das etapas de armazenamento ou aquecimento, como alteragdes sensoriais
desagradaveis em produtos lacteos em pé e a formagao de compostos potencialmente
prejudiciais a saude, como o hidroximetilfurfural (HMF) (Dominici et al., 2022;
Francisquini et al., 2017; Mesias, Delgado-Andrade, 2017).

Da perspectiva nutricional, a lactose € indispensavel para os mamiferos, ao
gerar energia de longa duragao para recém-nascidos e auxiliar no desenvolvimento dos
sistemas imunologico, neurolégico e gastrointestinal. A lactose também é responsavel
pela manutengcdo de parte da pressdo osmotica do leite e do sangue, além de
possibilitar a absorg&o de calcio, vitaminas e proteinas pelo organismo. No organismo
de individuos tolerantes ha a presenca da enzima lactase ou B - galactosidase nas
vilosidades intestinais, que tem funcdo de hidrolisar a lactose em monossacarideos,
que sao mais facilmente absorvidos pelas células para alcangar a corrente sanguinea.
O processo de hidrélise da lactose também proporciona geragdao de energia por um
tempo maior, sendo uma vantagem para os recém-nascidos. A absorgao da lactose
depende da atividade da lactase e o tempo que a lactose passa pelo sistema intestinal
(Dominici et al., 2022; Lule et al., 2016).
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O consumo de produtos contendo lactose apresenta efeitos benéficos, pois é
uma fonte energética de baixo indice glicémico, sendo uma vantagem em relagéo ao
consumo de outros agucares, além do seu papel importante na absor¢éo do calcio para
a fisiologia 6ssea (Gutiérrez-Méndez, 2020; Hodges; Calis; Karakan; Tuohy; Solingen,
2021; Mcsweeney; Fox, 2009; Weaver, 2019).

Outros estudos mostram que os derivados da lactose apresentam diversos
beneficios a saude. A lactulose tem fungédo importante como prebidtico para a fisiologia
intestinal. Prebidticos sao substratos utilizados pela microbiota intestinal, que
promovem o crescimento de microrganismos benéficos como Bifidobacterium spp. e
Lactobacillus spp.; inibem microrganismos patogénicos; produzem metabdlitos
benéficos como acidos graxos de cadeia curta e melhoram a absor¢ado de minerais. O
Acido Linoléico Conjugado (CLA) tem mostrado resultados importantes como a
capacidade de modular a composigcédo de acidos graxos no figado e tecido adiposo,
com efeitos positivos na prevencdo de doengas crbnicas como hipertensao,
hiperlipidemia e sobrepeso (Dominici et al., 2022; Gutiérrez-Méndez, 2020; Hodges;
Calis; Weaver, 2019; Karakan; Tuohy; Solingen, 2021; Plaza-Dias; Fontana; Gil, 2018;
Romero-Velarde et al., 2019; WHO, 2023).

3.3 Intolerancia a lactose

A intolerancia a lactose € uma sindrome caracterizada pela ocorréncia de
sintomas gastrointestinais quando ha o consumo de produtos lacteos por pessoas que
apresentam baixa ou nenhuma producéo de lactase. Nesse caso, a lactose chega ao
intestino de forma intacta, gerando alteragcdes na pressao osmotica e no transporte de
fluidos, causando diarreia. Ao alcangar o intestino grosso, a lactose € metabolizada
pela microbiota, levando a formacéo e acumulo de gases, que causam desconforto
abdominal, dores e flatuléncia. Portanto, a maioria dos sintomas da intolerdncia a
lactose sdo de natureza gastrointestinal. Podem ocorrer dores de cabecga, vertigem,
enjéo e nauseas em individuos mais sensiveis (Canani et al., 2016; Lule et al., 2016).

Existem trés tipos de deficiéncia na producao de lactase: deficiéncia congénita;
intolerancia primaria ou deficiéncia de lactase do tipo adulto; e deficiéncia secundaria.
A deficiéncia congénita de lactase se caracteriza por uma alteragdo genética rara, em

que o individuo nasce com auséncia ou reducao da producgao da lactase. A intolerancia
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primaria € uma alteragdo genética da expressao do gene responsavel por produzir
lactase, resultando em uma maior dificuldade na digest&o da lactose ap6s a infancia. E
o tipo mais comum de intolerancia a lactose. A deficiéncia de lactase secundaria &
caracterizada por ser transitéria, sendo causada por doencgas intestinais que podem
reduzir ou cessar a produgdo enzimatica. Entre pessoas tolerantes, ocorre uma
reducao gradual da produgao de lactase com o avango da idade, o que pode dificultar
o consumo de lacteos (Di Costanzo; Canani, 2018; Heaney, 2013).

As opgdes de tratamento consistem em restricdo alimentar ou uso de
medicamentos. O tratamento da doenca de base geralmente leva ao aumento da
produgao enzimatica e consequente reducao dos sintomas. Parar de consumir leite e
derivados geralmente € a primeira agdo do paciente apos o diagndstico da condigao,
no entanto, ndo é a melhor estratégia considerando os nutrientes benéficos que esses
alimentos possuem. As pessoas intolerantes a lactose devem optar pela reducédo de
lacteos na dieta e consumir alimentos como queijos maturados e produtos reduzidos
ou sem lactose, associado a tratamentos para o aumento gradativo da producao
enzimatica (Catanzaro; Sciuto; Marotta, 2021).

Tendo em vista as implicagdes nutricionais, econémicas e culturais do consumo
de lacteos, a detecgdo da lactose € um aspecto de grande importadncia como
instrumento de garantia da seguranga do alimento, levando o consumidor a ter maior
conhecimento das informagdes nutricionais, tipos de produtos e quantidades a serem
ingeridas. Porém essas informagdes devem chegar ao consumidor através de uma
rotulagem correta e compreensivel para que esse faga escolhas mais saudaveis e

seguras (Di Costanzo; Canani, 2019; Facioni et al., 2020).

3.4 Produtos reduzidos ou isentos em lactose

O mercado atual tem se concentrado em alimentos reduzidos e isentos em
lactose com o intuito de oferecer cada vez mais op¢des para a populagéo que apresenta
intolerdncia ou que nao deseja consumir esse carboidrato. Para a fabricacdo de
produtos com baixas concentragdes ou isentos de lactose sdo utilizados dois principais
processos: enzimatico ou tecnologia de filtragdo por membranas (Portnoy; Barbano,
2021).
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A utilizagao do processo enzimatico mediante a adi¢ao de lactase é o método
mais empregado pela simplicidade, custo acessivel e facil disponibilidade de enzimas
para as industrias. A adicdo pode ocorrer antes ou ap6s o tratamento térmico,
dependendo do processamento. E um processo que deve ser cuidadosamente
controlado em termos de temperatura e higiene, a fim de evitar alteragdes quimicas e
sensoriais nos produtos apos o tratamento térmico e prevenir contaminagdes durante
o processo de adigao enzimatica. Ao final da fabricacdo, é fundamental assegurar que
os niveis de lactose estejam dentro dos parametros estabelecidos pela legislagcéo
(Hettinga, 2019).

A filtragdo por membranas é utilizada para separagédo dos componentes do leite
por tamanho molecular, isso €, quanto menor o tamanho dos poros, mais componentes
serdo retidos e apenas pequenas moléculas conseguirdo perpassar. A ultrafiltracdo
(UF) gera um retentado com alto teor de proteinas e o permeado rico em lactose,
enquanto a nanofiltragdo (NF) separa a lactose dos demais constituintes do leite. A
combinagao dos dois processos leva a retengao de grande quantidade de lactose do
leite para ser utilizada em outras fabricagdes, gerando um permeado com teores
minimos de lactose. No entanto, a filtragado por membranas ndo é capaz de retirar a
totalidade da lactose para fabricar produtos zero lactose. Dessa forma, o processo deve
ser finalizado de forma enzimatica para garantir niveis infimos de lactose no produto
(Hettinga, 2019).

3.5 Aspectos regulatorios em relagao ao teor de lactose em produtos lacteos

N&o existe um padrdo regulatorio internacional para os teores de lactose em
alimentos, dificultando a definicdo de critérios para produtos reduzidos e isentos,
criando um panorama normativo muito heterogéneo em nivel mundial. Essas diferencas
sao evidenciadas na Tabela 1, que mostra os diferentes padrées para teor de lactose
estabelecidos por diversos paises para a rotulagem de produtos lacteos (Costa et al.,
2021; Churakova et al., 2019).

Tabela 1 - Padrbes regulatérios para teores de lactose em diferentes paises

Origem Classificagao




Pais

“Baixo teor de lactose”

“Sem lactose”

Brasil

Dinamarca, Estonia,
Finlandia, Noruega,
Suécia

Alemanha,
Eslovénia

Hungria

Irlanda

Espanha

india

>100mge<1g/100 gou
mL*

19/100 g*

Nao disponivel

Nao disponivel

19/100 g*

<1g/100 g

<1g/100 g

<100 mg/100 g ou
mL*

10 mg/100 g*

<100 mg/100 g*

<100 mg/100 g ou
mL*

Auséncia de lactose e
galactose

<10 mg/100 g

<100 mg/100 g

* de produto final

Fonte: EFSA (2010); AESAN (2019); FSSAI (2020); FSA (2010).

28

Mesmo entre os paises pertencentes a Unido Europeia, que busca uma

consonancia entre aspectos regulatorios, as divergéncias na classificacdo de produtos

com base nos teores de lactose sdo marcantes. Enquanto alguns paises adotam

critérios mais rigorosos, outros seguem padrdoes semelhantes aos do Brasil, resultando

em uma variedade de abordagens normativas dentro do mesmo bloco econdmico. Por

exemplo, a Espanha e os paises nérdicos definem produtos com até 10 mg de lactose

por 100g como "sem lactose", estabelecendo um limite que pode ser considerado mais

permissivo. Ja a Irlanda mantém um padrdo mais estrito, exigindo que os produtos

sejam ausentes em lactose e galactose para serem rotulados como "sem lactose"
(AESAN, 2019; EFSA, 2010; FSA, 2010).
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Essas diferengas ndo apenas refletem as abordagens regulatérias adotadas por
cada pais, mas também evidenciam as preocupacdes e demandas especificas de cada
mercado em relagdo a saude e seguranga do consumidor, bem como a saude publica.
Além disso, destacam a necessidade de uma maior cooperagao internacional para
estabelecer padrdes regulatérios mais uniformes e facilitar o comércio de alimentos
entre fronteiras.

No Brasil, observa-se uma tendéncia crescente em diregdo a um maior controle
e transparéncia na rotulagem dos alimentos em relagao a presenca de lactose, refletida
na legislagdo atual. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) promoveu
mudancgas significativas nas regulamentag¢des, com o objetivo de revisar os requisitos
sanitarios e nutricionais para a producéo de alimentos, assim como para a rotulagem
dos mesmos. Um exemplo disso é a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°
715/2022, que resultou da revisao de diversas portarias e resolugdes anteriores, como
as Portarias SVS/MS n° 54/1995, SVS/MS n° 29/1998, SVS/MS n° 30/1998, além das
RDC n° 135/2017 e n° 155/2017. Essas normativas abordavam cada componente de
forma independente, sendo reunidas na RDC n° 715/2022, que estabelece parametros
mais rigorosos de seguranga para diversos componentes e alimentos, incluindo o sal
hipossodico, alimentos para controle de peso, produtos para dietas com restrigao de
nutrientes e alimentos destinados a dietas com ingestao controlada de agucares (Brasil,
2022b; Demarest, 2022).

Outra regulamentagao importante € a RDC n° 727/2022, que resultou da reviséo
de normas anteriores, como a RDC n° 259/2002, n° 123/2004 e n° 340/2002, incluindo
a Instrucdo Normativa (IN) n° 67/2020. Esta resolugcéo estabelece novos critérios para
as informagdes presentes nos rotulos dos alimentos, com o objetivo de tornar as
informagdes mais compreensiveis para os consumidores, promovendo uma maior
transparéncia e facilitando a tomada de decisdo durante o processo de compra. A
Tabela 2 sintetiza essas informacgdes (Brasil, 2020b, 2022b, 2022c; Demarest, 2022).

Tabela 2 - Teores de lactose e informacao no rétulo de acordo com a

legislagao brasileira atual

Teor de lactose Informacgao no rétulo
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Maior que 100 mg por 100 g ou mL de

. “Contém lactose”
alimento pronto para consumo

Maior que 100 mg e igual ou menor do
que 1 g por 100g ou mL de alimento
pronto para consumo

"Baixo teor de lactose" ou "baixo em
lactose"

"Isento de lactose", "zero lactose", "0%

lactose", "sem lactose" ou "ndo contém
lactose”

Inferior a 100 mg por 100g ou mL de
alimento pronto para consumo

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Para as industrias cumprirem os critérios regulatérios estabelecidos, a adogao
de métodos analiticos de alta qualidade é fundamental. Embora os métodos
instrumentais sejam mais eficazes e oferecam resultados de alta confiabilidade, eles
também acarretam custos mais elevados para as empresas. Nesse contexto, o
desenvolvimento de métodos mais acessiveis se torna essencial para o controle da
produgao de produtos lacteos com baixo teor ou isentos de lactose, visando garantir a
seguranga do consumo. Isso é especialmente importante para atender as necessidades
da populagao intolerante a lactose, daqueles que optam por evitar produtos contendo
lactose e de grupos etarios mais sensiveis a presenga desse componente (Goff; Hartel,
2013).

3.6 Relevancia do desenvolvimento de métodos para analise do teor de lactose

em produtos lacteos

A deteccao da lactose pode ter uma aplicagdo muito além da analise de produtos
reduzidos ou sem lactose para publicos consumidores especificos. No leite e soro em
po, a lactose representa grande parte dos solidos da composicéo e a analise pode gerar
informacbdes importantes em relacdo a qualidade do processamento, do perfil
nutricional e funcional desses produtos. Na produgcdo de soro em poO, como
concentrados e isolados proteicos, a lactose também € incluida na avaliagao desse
conteudo, pois deve estar em equilibrio com o teor de proteina durante a fabricacdo de
produtos de maior valor comercial e de acordo com teor padrao minimo de proteina.
Para a fabricagao de queijos, a lactose é fundamental para a fermentagao bacteriana e
as transformacgdes bioquimicas e sensoriais desejaveis nesses produtos. O controle do

teor de lactose auxilia ao limitar o processo de fermentacédo, melhorando a durabilidade
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dos queijos e evitando que ocorram outros tipos de fermentagao por microrganismos
indesejaveis. No caso de queijos como a mugarela, utilizados em alimentos que sofrem
cozimento, o monitoramento da lactose pode auxiliar no controle da acidez e de reagdes
de escurecimento conhecidas como browning, que sédo propriedades importantes para
a manutengdo da qualidade desse produto (Goff; Hartel, 2013; Portnoy; Barbano,
2021).

Na produgdo animal, a tendéncia é que a lactose seja considerada um paréametro
importante na qualidade da producéo leiteira. Por ser o componente com pouca
variagao durante a producao do leite, dados sobre a lactose podem ser importantes
para a melhoria do balango energético dos animais e controle da dieta oferecida,
contribuindo para o aumento da producao de leite por animal. A sua pouca variabilidade
também esta sendo vista como futuro critério de pagamento para produtores.
Atualmente os componentes lacteos mais valorizados s&o a proteina e a gordura, e
esses variam bastante em relagdo ao individuo, raga, estacao do ano, época de
lactacdo e tipo de alimentagdo. Essa variagdo afeta o ganho dos produtores, pois os
laticinios tém aderido mais ao pagamento por qualidade, isso €, pelos teores dos
componentes especificos do que pelo volume de leite recebido (Portnoy; Barbano,
2021).

Para a saude animal, o teor de lactose no leite pode ser um indicador importante
no diagndstico de mastite, processo inflamatério da glandula mamaria, que ocorre
principalmente por infecgbes bacterianas. A mastite pode ocorrer de duas formas: a
forma clinica, em que o animal apresenta sinais e sintomas visiveis como inflamacéao
do ubere e alteragdes macroscopicas no leite, como grumos ou presenga de sangue; e
a forma subclinica, em que o animal ndo apresenta sintomatologia ou alteragées no
leite e o diagndstico é feito por testes especificos para detectar a presencga de células
somaticas, produzidas como mecanismo de defesa contra infecgbes. Na forma
subclinica, ha reducao do teor de lactose do leite por diversas causas. Ocorrem danos
as células secretoras de leite; alteracdo da permeabilidade da membrana basal das
células do tecido mamario, acarretando perda de parte da lactose pela urina do animal
€ microrganismos patogénicos que utilizam a lactose como substrato fermentativo.
Dessa forma, a detecgado da lactose por técnicas precisas e eficazes pode contribuir

para a melhoria do sistema produtivo desde a alimentacdo e produgao animal até a
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qualidade e seguranga do produto exposto a venda para o consumidor (Costa et al.,
2019; Maiochi; Rodrigues; Wosiacki, 2019; Portnoy; Barbano, 2021).

3.7 Métodos para analise de lactose em produtos lacteos

A quimica analitica é a area que procura entender as informacdes quimicas
sobre a estrutura e a composicdo de um material, de forma a distinguir seus
componentes, o teor de cada um e a relagao entre eles dentro de uma amostra. No
caso da analise de um alimento, essa pode ser feita de forma qualitativa, separando e
identificando os diversos componentes dentro de uma amostra, ou quantitativa,
verificando o teor de cada componente. Os principais métodos para analise da lactose
em produtos lacteos sao titulométricos, enzimaticos e instrumentais (Danzer, 1992;
Passos, 2011; Otles; Ozyurt, 2015).

A determinagdo da lactose pode ser realizada desde técnicas laboratoriais
tradicionais até métodos instrumentais mais complexos e de maior sensibilidade. Os
meétodos analiticos tradicionais sao as titulagbes gravimétricas, que determinam a
massa do composto de interesse e as titulagcbes volumétricas, que determinam o
volume da solug&o contendo compostos que reagem com o analito de interesse. S&o
métodos que envolvem reacdes quimicas, de extragao ou dissolugdo, além de calculos
estequiométricos, que podem expor os resultados a erros e tempo de analise mais
prolongado (Passos, 2011).

Os métodos titulométricos sdo usados para determinar agucares a partir da sua
funcdo redutora sobre outros compostos quimicos, produzindo substancias que
apresentam cores especificas ou precipitados, que sdo quantificados. Os métodos
titulométricos mais utilizados sao as técnicas de Lane-Eynon e da Cloramina- T, que se
baseiam na determinagao de acucares redutores. Porém o método ndo é capaz de
distinguir os carboidratos, dificultando a analise especifica da lactose e de produtos
com lactose hidrolisada. Sdo métodos demorados e que exigem pessoas qualificadas,
pois o erro associado ao analista se torna maior, além do contato com reagentes de
diferentes niveis de periculosidade. Esses métodos estdo sendo cada vez menos
utilizados, pois as empresas tém procurado por maior eficiéncia, sensibilidade e rapidez

nos resultados analiticos (Da Silva et al., 2020; Tavares, 2010).
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Os métodos enzimaticos sdao aqueles em que o composto a ser determinado
sofre agdo de enzimas, gerando compostos que serdao quantificados por
espectrofotometria ou diferenca de pH. Podem ser adquiridos em kits ou realizados em
laboratorios. Podem ser metodologias sujeitas a erros e demoradas, porém sao
consideradas oficiais por 6rgaos regulatérios (Da Silva et al., 2020).

Os métodos instrumentais se utilizam de instrumentos eletrénicos e controle
computacional para uma caracterizacdo completa da composigcao e das propriedades
de uma amostra, gerando analises precisas e grande volume de dados. Esses métodos
sao uma aquisicao importante para areas de pesquisa e industria, pois analises de
maior exatiddo sdo fundamentais para manter a qualidade e a segurancga do alimento
a ser fabricado e posteriormente consumido (Danzer, 1992; Otles; Ozyurt, 2015).

A Instru¢do Normativa n° 30 de 26 de junho de 2018 estabelece como oficiais os
seguintes métodos para deteccao de lactose: norma IDF 214 | ISO 26462: 2010 para
determinacao da lactose por método enzimatico usando diferenga de pH para leite
fluido; norma ISO 22662:2007 | IDF 198:2007 atualizada para IDF 198 | ISO
22662:2024, considerado de referéncia para determinacdo do teor de lactose pelo
método High Performance Liquid Chromatography (CLAE/HPLC) em leite cru, leite
tratado termicamente, leite em pod, permeado lacteo, permeado lacteo em po6 e creme
de leite cru e pasteurizado. Além do método de determinacdo da lactose por
cromatografia ibnica para outros produtos lacteos. Por serem métodos oficiais, sua
eficiéncia e confiabilidade sao consideradas de alto nivel (Brasil, 2018; Brasil, 2022c;
IDF, 2024).

A Association of Official Analytical Collaboration International (2018) e IDF
(2024) definem os meétodos HPLC/CLAE, enzimaticos por espectrometria e de
espectroscopia por Infravermelho (IV) como oficiais por atenderem aos Requisitos de
Desempenho do Método Padrdo ou Standard Method Performance Requirements
(SMPRs®) para analise de lactose em leite com baixo teor de lactose ou sem lactose,
produtos lacteos e produtos que contenham ingredientes lacteos. A Figura 3 ilustra os

meétodos instrumentais considerados oficiais pelos 6rgaos reguladores citados.

Figura 3 - Métodos oficiais de analise do teor de lactose em produtos lacteos
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4 METODOS

A revisao proposta comparou os principais métodos instrumentais de analise de
lactose em produtos lacteos, visando fornecer uma visao abrangente das informagdes
disponiveis na literatura, caracterizando uma reviséo do tipo integrativa. Trabalhos de
revisdo sao fundamentais na area cientifica, permitindo a identificagado de lacunas de
pesquisa, a constru¢ao de revisdes tedricas e a analise de metodologias, contribuindo
para debates e novos estudos (Dantas et al., 2022; UNESP, 2015; Schneider; Pereira;
Ferraz, 2020; Souza; Silva; Carvalho, 2010).

O desenvolvimento de uma revisao integrativa segue as etapas de coleta,
sintese e comparacdo de informagdes relacionadas a pergunta de pesquisa, para
extrair informacdes relevantes ao tema. Na primeira etapa, o foco foi delimitar o tema e
formular a questdo de pesquisa relevante para a andlise de produtos lacteos,
considerando desafios como regulamentagdes, custos, tempo de resultados,
treinamento técnico e confiabilidade dos métodos.

Na segunda etapa, foram definidos critérios de selecéo de estudos e realizada
uma revisao integrativa da literatura, com busca em varias bases de dados utilizando
descritores especificos. Foram incluidos estudos publicados a partir de 2013 para
acompanhar o desenvolvimento de novas técnicas e equipamentos, priorizando
publicagdes em inglés devido ao seu alcance na comunidade cientifica. A relevancia
do estudo abrangeu a analise de produtos reduzidos ou sem lactose e o0 uso de
métodos analiticos instrumentais, enquanto foram excluidos estudos sobre outros
alimentos, leite de outras espécies, analises de antibidticos e outros componentes
lacteos além da lactose.

Na terceira etapa, os métodos analiticos mais encontrados foram selecionados
e comparados em termos de suas caracteristicas e qualidade dos parametros
analiticos. Na quarta etapa, os estudos selecionados foram analisados em detalhes,
considerando a qualidade analitica, tipos de amostras, preparo necessario, resultados
e vantagens/limitagdes dos métodos. A quinta etapa envolveu a discussao critica dos
resultados e implicagdes para a melhoria dos métodos de analise de lactose.
Finalmente, na sexta etapa, as informagdes foram sintetizadas para abordar a pergunta
de pesquisa de forma abrangente, delineando os principais métodos instrumentais

disponiveis e sua aplicabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da pesquisa realizada na literatura e avaliagdo criteriosa dos trabalhos
encontrados, foram selecionados 52 artigos, como ilustra a Figura 4. Foi feita a selegcao
de trabalhos que abordavam métodos analiticos de forma comparativa: dois tratavam
de métodos analiticos classicos e 8 de métodos instrumentais, destacando vantagens
e restricdes do uso para analise da lactose em produtos lacteos.

Dentro os métodos instrumentais, foram selecionados 4 artigos abordando
métodos enzimaticos, por tratarem sobre o fundamento da técnica e suas propriedades
analiticas. Foram selecionados 25 artigos sobre métodos cromatograficos, em fungao
dos diferentes equipamentos de deteccao e separacéo para determinacéo da lactose e
dos niveis de qualidade analitica que cada técnica pode apresentar. Para métodos de
eletromigracado foram selecionados 9 trabalhos que tratavam da qualidade analitica,
dos aspectos que destacam a técnica na determinacao de carboidratos e das barreiras
que essa enfrenta para uso na rotina industrial. Foram selecionados 6 artigos sobre
métodos espectroscopicos, em fungdo da técnica ser bastante utilizada para
determinagao da lactose, possuir baixo custo e apresentar bons resultados para

produtos delactosados.

Figura 4 - Artigos selecionados para a revisao

30

20

Numero de artigos
o

) ) ) )
O (a3 (o]
., o ., " O CJ, ., O
A\ XN Y N
&P rb\(f’ > {:)\ & R
NG 0 & S O o
@) QJ0 i <O @ 05-’
& <& & «© S
& R Y.
& C© &

Fonte: Elaborado pela autora (2024).



37

5.1 Principais métodos analiticos instrumentais para analise de lactose

De acordo com os estudos analisados, os métodos instrumentais apresentam
vantagens devido a alta eficiéncia, exatiddo e sensibilidade dos equipamentos,
capacidade de gerar grande volume de dados e alta confiabilidade dos resultados, além
de reduzir a probabilidade de ocorréncia de erros nas analises. Essas técnicas tém se
tornado mais acessiveis para empresas e laboratorios, e sdo reconhecidas como
meétodos oficiais por 6rgdos regulatorios. A Figura 5 apresenta os métodos mais
relevantes para analise de lactose selecionados para a revisdo, como o0s
cromatograficos, enzimaticos, eletroforéticos e espectroscopicos (Da Silva et al., 2020;
Danzer, 1992).

Figura 5 - Métodos analiticos instrumentais selecionados para a revisao

METODOS ANALITICOS
INSTRUMENTAIS
METODOS
CROMATOGRAFIA ESPECTROSCOPIA ELETROFORESE e e
. o ]
f 7 N — 'cuDd
B ‘N

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2023).

A qualidade analitica dos métodos € avaliada por meio de parametros como
Limites de Detecgdo (LOD) e de AQuantificagdo (LOQ), eficiéncia, exatiddo e
seletividade, além de outros aspectos como dificuldade de preparo de amostra;
complexidade do equipamento; necessidade de operadores capacitados; custo e
dificuldade de execucgao das analises. O LOD pode ser estabelecido como a menor
quantidade de analito que pode ser detectada pelo método e LOQ como a menor
quantidade do analito que pode ser determinada de forma quantitativa na amostra com
precisao e exatidao dentro dos limites estabelecidos. Sdo valores que determinam a

sensibilidade do método: quanto menores os limites de detec¢ao e quantificagdo do
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composto de interesse, maior € a sensibilidade analitica do método (INMETRO, 2020;
AOAC Internacional, 2018; Brasil, 2017).

A seletividade ou especificidade € a capacidade do método de quantificar um
analito na presenca de interferentes ou outros compostos, distinguindo a resposta do
analito das demais. A avaliagao da seletividade do método compreende ensaios com
padrées ou materiais de referéncia ou amostras com e sem o analito selecionado. A
exatiddo do método € expressa pelo percentual de recuperagdo do analito de
concentracdo conhecida adicionado a amostra ou pela relagdo entre a concentracao
tedrica do analito e a concentragdo média determinada de forma experimental. A faixa
de recuperagao aceitavel aumenta conforme a concentragdo do analito diminui, de
acordo com valores dispostos pelos 6rgaos reguladores como a ANVISA e a AOAC
Internacional (Acquaro Jr. et al., 2013; Brasil, 2017; AOAC Internacional, 2018;
INMETRO, 2020; Oxford Languages, 2024).

As analises instrumentais possibilitam ganho de tempo para as industrias e
laboratorios, ao analisar maior quantidade de amostras em menor tempo e de forma
uniforme. Além disso, sdo métodos que conseguem superar a barreira analitica em
relagdo aos produtos baixos ou isentos em lactose, por serem capazes de detectar

teores residuais minimos nesses produtos (Mangan et al., 2018; Da Silva et al., 2020).

5.1.1 Métodos cromatograficos

Os métodos cromatograficos sdo os mais utilizados pelas industrias pelo seu
alto nivel de sensibilidade, exatiddo e eficiéncia. A cromatografia é baseada na
diferenga de migragdo dos compostos de uma mistura através de interagdes variadas
entre as fases movel e estacionaria, contidas em colunas cromatograficas. Esses
componentes vao se distribuindo pelas fases e vao sendo retidos de forma seletiva na
fase estacionaria, tornando possivel a distingdo das velocidades de migragao e
consequente identificagcdo. Os modos de operagdo da cromatografia se dividem de
acordo com o estado que a fase mével se encontra: liquida, gasosa ou ibnica (Amorim,
2019).

5.1.1.1 Cromatografia liquida
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O método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/HPLC) é o método
considerado oficial e o mais utilizado para analise da lactose em leite e derivados. E
bastante utilizado pela sua versatilidade, apresentando diferentes tipos de colunas e
detectores que permitem definir a resolugéo e o limite de detecgédo desejados para a
andlise. E um método analitico de alta sensibilidade, necessita de pouco volume de
amostra e possui vasta aplicabilidade na area industrial e cientifica (Brasil, 2022a; Da
Silva et al., 2020; Silveira et al., 2015).

A técnica cromatografica se baseia na migracdo do composto de interesse da
amostra em uma fase movel liquida, em que ha a separagao dos componentes através
da interacdo com a fase estacionaria, propiciando a separagao e quantificacdo desses
compostos. A amostra é injetada no sistema e é bombeada para o fluxo da fase movel
e seus componentes migram em velocidades diferentes através da coluna, dependendo
da sua interagdo com a fase estacionaria. Os compostos séo identificados e um sinal é
gerado na passagem pelo detector, correspondente a concentracdo do analito de
escolha, como ilustrado na Figura 6. Nesse método, a separagdo de componentes
ocorre de forma relativamente rapida e com menor consumo de reagentes. E uma boa
opgao analitica para a detecgao simultanea de carboidratos sem ocorrer interferéncias,
para a deteccado de teores minimos de lactose e apresenta versatilidade em relagao
aos equipamentos. Para analise de quantidades muito baixas de lactose, o método
apresenta bons resultados em relagdo a sensibilidade e precisao analitica (Aryal, 2023;
Baraldi; Rocha, 2018; Da Silva et al., 2020 Silveira et al., 2015).

Figura 6 - Figura esquematica do método de cromatografia liquida
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Trani e colaboradores (2017) compararam métodos enzimaticos, método HPLC
com detector de indice de Refracdo (HPLC-RI) e com detector de espectrometria de
massas (HPLC-MS) para analise da lactose residual em amostras de leite UHT (Ultra
High Temperature) sem lactose. Os métodos enzimaticos ndo apresentaram bons
resultados na analise quantitativa em relagdo aos cromatograficos. A analise por HPLC-
RI apresentou sensibilidade dentro de niveis especificos de LOD e LOQ, porém acima
do reportado na literatura. Além disso, o cromatograma gerado apresentou auséncia
de pico para lactose e pico duplo e sem definicdo para galactose e glicose, concluindo
que o método ndo foi capaz de diferenciar os monossacarideos nas amostras. O
método HPLC-MS apresentou os menores valores para limites de detecgdo e
quantificacdo, demonstrando ser um método de detecgdo mais sensivel para produtos
com baixos teores de lactose.

Quanto a seletividade do método HPLC, Manzi e Pizzoferrato (2013)
compararam diferentes equipamentos em relagao a analise simultanea da lactose e da
lactulose em leite UHT e mostraram que equipamentos convencionais com diferentes
detectores sdo capazes de separar e quantificar os dois agucares de forma simultanea

mesmo a lactulose presente em quantidades muito baixas no leite.
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Dentro do escopo da Quimica Verde (Green Chemistry), métodos sao
desenvolvidos com o objetivo de reduzir o uso de reagentes quimicos no preparo de
amostras e nas analises e, consequentemente, o descarte de residuos toxicos para o
meio ambiente. Acquaro Jr. e colaboradores (2013) desenvolveram um método HPLC-
RI utilizando agua na fase movel e etanol no preparo de amostras de leite. O método
visou a otimizagao da extragao da lactose para evitar danos as colunas cromatograficas
e de acordo com os principios da Quimica Verde. O método teve seletividade
confirmada pelo tempo de retengéo do analito igual ao apresentado pelo padréo externo
e pelas amostras. Nao houve presenca de interferentes na analise pela auséncia de
resposta analitica para injegdo de agua ultrapura durante o tempo de retengdo. A
exatiddo do método foi comprovada pela taxa de recuperacdo média de 105%. A
substituicdo dos reagentes habituais pelo etanol mostrou ser uma opg¢ao de facil
aquisigao, menor custo e baixa toxicidade, contribuindo para uma analise mais
sustentavel (Gonzaga et al., 2019).

Ja o trabalho de Gonzaga e colaboradores (2019) apresentou o método HPLC-
RI como alternativa ao utilizar agua como reagente para o preparo das amostras e na
fase movel. A seletividade do método foi comprovada ao comparar os cromatogramas
gerados com os padroes e pela auséncia de interferentes como a sacarose, que se
encontrava em baixas quantidades nas amostras. A auséncia de sinal analitico foi
observada na amostra de leite sem lactose durante o tempo de retencdo da lactose,
demonstrando a especificidade do método.

Os métodos mais sustentaveis podem apresentar maior economia, pois quando
usados outros solventes tradicionais, sdo necessarios tratamentos da amostra para
compatibilidade com as colunas cromatograficas, envolvendo mais etapas e uso de
equipamentos como centrifugas. O uso de agua no preparo de amostras eliminou essa
necessidade, reduzindo os custos de eletricidade, mao de obra e desperdicio de
produtos quimicos (Gonzaga et al., 2019).

Nesses trabalhos, o método HPLC obteve resultados de alta qualidade utilizando
reagentes n&o téxicos, contribuindo para menor geragcdo de residuos, além de
demonstrar confiabilidade com bons indices analiticos. A tendéncia de sustentabilidade
tem se fortalecido ao longo dos anos na industria de alimentos, desde os métodos de
fabricagdo, embalagens e equipamentos até os métodos de analise de qualidade dos

produtos (Acquaro Jr., 2013; Gonzaga et al., 2019).
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A Cromatografia Liquida por Interacdo Hidrofilica ou Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography (CIH/HILIC) utiliza coluna com fase estacionaria hidrofilica de
fase normal, porém aplicando fase mével do método de fase reversa, contendo agua,
solugdo tampao e solvente organico miscivel em agua. A separagcdo dos compostos
ocorre de acordo com a polaridade: quanto maior a polaridade do analito e menor a
polaridade da fase mdvel, maior a retengao pela fase estacionaria. O método foi
utilizado na analise de amostras de leite sem lactose com detector de espectrometria
de massas (MS) para melhor resolucéo e qualidade dos resultados. Foi conduzida a
analise de marcas de leite consideradas sem lactose para determinar se estavam de
acordo com o padrao definido pela legislagdo espanhola (Garballo-Rubio, 2018;
Lancgas, 2010).

A HILIC-MS demonstrou bons resultados em relacéo a exatidao, sensibilidade e
seletividade. Nao foram observadas interferéncias no tempo de retencao da lactose,
mostrando que o método foi capaz de distinguir a lactose de outros compostos sem
afetar seu desempenho. Os resultados apontaram que varias amostras rotuladas como
“zero lactose” apresentaram teores acima de 100 mg/L, padrao definido pela legislagao
da Espanha. O método apresentou maior qualidade analitica comparada a outros
métodos instrumentais, principalmente aqueles em que a presencga de interferentes e o
preparo de amostras em multiplas etapas dificultaram a quantificacdo da lactose em
niveis residuais. A sele¢cdo de colunas apropriadas juntamente com a escolha de
detectores sensiveis assegura uma elevada sensibilidade e confiabilidade do método
para analises rotineiras. Isso € crucial, especialmente ao considerar o baixo teor de
lactose presente nesses produtos (Garballo-Rubio, 2018).

A cromatografia liquida pode ser uma boa escolha analitica para grandes e
meédias industrias, pois apresenta opcdes de colunas e detectores diversificados.
Assim, as analises podem ser feitas de acordo com produto analisado, necessidade
analitica e investimento. Para laboratérios de analise comercial e de pesquisas, sua
versatilidade também pode ser uma vantagem em analises de diferentes matrizes. E
considerada como metodologia oficial por 6rgaos regulatorios. A possibilidade do uso
de agua ultrapura como reagente € uma vantagem, por estar alinhado aos principios
de sustentabilidade. Suas limitagdes incluem equipamentos de maior custo, colunas

especificas e uso por operador capacitado. O investimento € justificado pela
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capacidade de realizar diferentes analises com resultados de alta confiabilidade
(Portnoy; Barbano, 2021; Silveira et al., 2015; AOAC International, 2018).

5.1.1.2 Cromatografia idnica

A cromatografia ibnica ou lon Chromatography (IC) € o método de analise
considerado oficial pelo MAPA. O principio da técnica se baseia nas interagdes
eletrostaticas entre contra-ions de aminas ligados a fase estacionaria com a espécie
idbnica. Essas interagdes serdo mais fortes quando houver redugéao da forga ibnica do
tampao e as ligagdes sao determinadas pela forca ibnica e pelo pH. No caso de
carboidratos, esses sao considerados acidos fracos e, quando em meio altamente
alcalino, sofrem ionizagao parcial, podendo ser separados por mecanismos de troca
ibnica. A ordem de separagdo dos compostos € de acordo com a carga ibnica, o
didmetro do ion e o pH da fase mével. Essa detecgao eletroquimica permite analises
de compostos em baixos teores mesmo em matrizes complexas como o leite. Portanto,
sdo técnicas muito compativeis com a analise de carboidratos. A Figura 7 ilustra o
funcionamento de um equipamento de cromatografia idnica (Grénberg, 2018; Brasil,
2022a; Moura; Silva; Gubert, 2022; Van Scheppingen et al., 2017).

Figura 7 - Figura esquematica do funcionamento de um equipamento de

cromatografia idnica
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A técnica de IC mais utilizada para analise de carboidratos € a Cromatografia de
Troca Anibnica de Alta Performance com detector de Amperometria Pulsada ou High

Performance Anion Exchange Chromatography - Pulsed Amperometric Detector
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(HPAEC-PAD). Combinado com detectores altamente sensiveis, o método possui
capacidade de determinar mais tipos de agucares com menores volumes de amostra e
sem mudltiplas etapas de preparo. E um método seletivo e especifico para analise de
carboidratos, pois a amperometria pulsada € capaz de detectar apenas compostos com
grupos quimicos funcionais que oxidam com aplicagdo de tensao elétrica,
apresentando maior sensibilidade para carboidratos do que para outros compostos
oxidaveis (Rohrer, 2021; Van Scheppingen et al., 2017).

O método HPAEC-PAD também apresentou bons resultados na quantificagcéo
da lactose em queijos de maturagédo longa como o0 parmeséo, permitindo a avaliagao
do processo de maturagao e a identificagdo de possiveis fraudes em queijos de alto
valor agregado como o Grana Padano. Monti e colaboradores (2017) utilizaram o
meétodo para comprovar que queijos de longa maturagdo apresentam teores minimos
de lactose, devido ao uso desta como substrato para a fermentagao bacteriana durante
0 processo de maturacdo. Essa informagao garante a seguranga do consumo desses
derivados por individuos intolerantes e aumenta o leque de opgbes para uma dieta
adequada.

Dessa forma, a cromatografia ibnica € considerada uma técnica de alta
eficiéncia de separacao, seletiva e eficaz, que possibilita diversas aplicagdes e
apresenta boa velocidade analitica. Entretanto, a principal barreira para sua utilizagao
na rotina de industrias é o alto custo dos equipamentos, além da necessidade de
pessoas capacitadas, colunas especificas para cada tipo de analise e diluicao correta

durante o preparo de amostras (Grénberg, 2018; Moura; Silva; Gubert, 2022).

5.1.1.3 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa ou Gas Chromatography (GC) é bastante utilizada para
analise do teor de lactose em produtos, promovendo a separagdao dos componentes
que se encontram na fase estacionaria e na fase movel gasosa. A amostra inserida &
vaporizada e carreada pela fase movel através da coluna cromatografica. Os analitos
sdo separados com base na pressao de vapor relativa e no grau de afinidade com a
fase estacionaria, como mostra a Figura 8 (ldda et al., 2016; IUPAC, 2006; Mcnair;
Miller; Snow, 2019).
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Figura 8 - Figura esquematica de equipamento de cromatografia gasosa
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

De acordo com o trabalho de Idda e colaboradores (2016), o método de GC
apresentou qualidade analitica adequada, sendo capaz de detectar os principais
acgucares do leite, mesmo aqueles em valores muito baixos no leite delactosado, como
a lactose e o mio-inositol. Além disso, a analise foi feita em uma unica corrida, com o
intuito de mostrar que a GC pode ser um método vantajoso para uso rotineiro pelo setor
de controle de qualidade das industrias. Os autores constataram que o método tem
grande potencial para alcancar niveis de sensibilidade confidveis na deteccao de niveis
de lactose residual no leite, sendo de grande utilidade para avaliar os efeitos do
tratamento térmico no produto e a qualidade da hidrolise enzimatica. Essas vantagens
sao acompanhadas por um custo analitico reduzido em comparagao a métodos que
empregam detectores mais dispendiosos como o espectrdmetro de massas. Isso
poderia tornar o método mais acessivel para pequenas industrias e laboratérios (ldda
et al., 2016).

O trabalho de Kucerova e colaboradores (2017) comparou analises por GC e
sensores enzimaticos para determinar teores de lactose, glicose e galactose em leite,
leite em po, iogurte e creme de queijo; contrapondo os valores encontrados com os
declarados nos rétulos. O método de GC apresentou valores de lactose para amostras
de leite em p6 menores que os determinados pelos sensores. Para iogurte, os valores
encontrados pela GC foram menores do que os valores declarados no rétulo do
produto. Para o creme de queijo, o método apresentou valores de acordo com o

declarado no rotulo. O método apresentou vantagens comparado aos sensores por
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determinar diversos sacarideos em uma unica analise, apresentar menor limite de
deteccao e maior seletividade.

Montilla, Moreno e Olano (2005) relataram o uso de GC com colunas comerciais
como método bastante sensivel e seletivo na determinagdo da lactulose como
marcador térmico em amostras de produtos lacteos tratados termicamente como leite
pasteurizado, leite UHT, leite esterilizado, leite em pd e bebida achocolatada. O método
foi capaz de distinguir a lactose, a lactulose e a sacarose nas amostras. A alta
sensibilidade do método foi comprovada ao detectar a lactulose em todas as amostras,
mesmo em baixos teores. O método apresentou boa qualidade analitica, além de poder
avaliar a intensidade dos tratamentos térmicos aplicados aos produtos. A seletividade
do método permitiu analises em alimentos com altos teores de sacarose, como leite
condensado e bebidas achocolatadas. Essa elevada capacidade de separacao é
fundamental na andlise de produtos lacteos concentrados e alimentos mistos que
contém adicdo de chocolate e outros ingredientes. Esses componentes adicionais
podem dificultar a detecgao especifica da lactose (Zhang et al., 2010).

A eficiéncia do método de GC pode variar de acordo com o modo de detecgio
utilizado, o que pode gerar andlises menos precisas € exigir um maior numero de
corridas analiticas para a detecgao de alguns compostos, prolongando assim o tempo
necessario. Além disso, é necessario realizar o preparo das amostras para evitar
interferéncias e uso de solventes. Apesar dessas consideracdes, dentre os métodos
cromatograficos, a cromatografia gasosa ainda oferece resultados analiticos
satisfatorios e é conhecida por sua facilidade de aquisi¢ao e operacgao (ldda et al., 2016;
Trani et al., 2017).

5.1.2 Métodos espectroscépicos

A espectroscopia € o estudo da interacdo da radiagdo eletromagnética,
produzida pela variagao da carga elétrica e campo magnético dos atomos, com um
determinado material. Os principais métodos espectroscépicos pelas faixas do
infravermelho permitem analises qualitativas e quantitativas de compostos organicos.
Nessa técnica, a amostra € irradiada com luz infravermelha e as diferentes ligacdes
quimicas absorvem a radiagao de comprimentos de onda especificos. A absorg¢ao é

dependente dos atomos presentes no alimento; das ligagdes entre eles; das moléculas
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do ambiente e do tipo de vibragdo gerado pela absorbancia. A faixa espectral do
composto € identificada ao ser comparada a um banco de dados. A faixa do IV é
subdividida por regiées: o Infravermelho Médio ou Medium Infrared (MIR) se encontra
entre 2,5 e 15 microns, o Infravermelho Proximo ou Near Infrared (NIR) entre 0,8 € 2,5
microns e o Infravermelho Longo ou Far Infrared (FIR) entre 15 e 200 microns
(Thygesen et al., 2003; Yadav, 2005a; Yadav, 2005b).

De acordo com Portnoy e Barbano (2021), a analise de leite por espectroscopia
por MIR se baseia na medicdo da absorbancia dos modos vibracionais especificos da
molécula de lactose, como os grupos hidroxila (OH). Como esses grupos nao sao
restritos a lactose, sdo feitas corregcbes para identificar as absorbancias de fundo
geradas por outros compostos que tenham grupos hidroxila. Além disso, como mais de
80% do leite € composto por agua, essa absorve a luz do MIR com muita intensidade
e devem ser feitas corregcdes para a concentragdo de agua em cada amostra. O método
necessita de calibragdo com amostras que tenham concentragao de lactose conhecida
como referéncia para quantificar a lactose presente nas amostras.

Pinto e colaboradores (2021) relataram que a espectroscopia associada a
ferramentas quimiométricas permite que o método obtenha alta capacidade na
diferenciagao de amostras de leite regular e sem lactose, assim como predizer o teor
de lactose das amostras. O método utilizado foi a espectroscopia por MIR para
determinar o teor de lactose presente em leite sem lactose, através do uso de diferentes
faixas de espectro e modelos univariados e multivariados para predizer a quantidade
de lactose presente nas amostras. Os resultados obtidos foram comparados com o
percentual de lactose obtido por HPLC, método considerado oficial. O método
apresentou boa precisao e seletividade, com baixo custo, sendo eficaz na diferenciacéo
de amostras de leite regular e sem lactose, sem precisar de preparo de amostras. Com
o auxilio de modelagem preditiva, o método obteve resultados muito proximos daqueles
gerados por HPLC. Como limitacbes em relagao a outros métodos espectroscépicos,
apresenta menor resolug¢ao, nao permite focalizacdo de planos do interior da amostra
e como apontado inicialmente, € um método pouco especifico na determinacédo da
lactose.

Ja Lei e colaboradores (2010) atingiram bons resultados na identificagcdo dos
tipos de carboidratos presentes em diversas marcas de leite em pé através do método

de espectroscopia por IV por Transformada de Fourier (FTIR). As informagdes geradas
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podem auxiliar o consumidor na escolha do produto de acordo com suas necessidades
e apresentar um método rapido e nao destrutivo para amostras, podendo ser muito util
na avaliacdo da qualidade de produtos lacteos em po (Lei et al., 2010; Pinto et al., 2021,
Ribeiro et al., 2016; Thygesen et al., 2003).

Apesar de apresentar baixa especificidade para determinacdao da lactose, a
espectroscopia por IV é bastante utilizada em analises de produtos lacteos devido a
sua rapidez analitica, menor custo de implementagdo e capacidade de analisar um
grande numero de amostras e sem necessidade de reagentes. O método € vantajoso
por ser nao destrutivo e ndo requerer preparo de amostras. Em analises de leite e leite
em po, mostrou boa qualidade analitica, mesmo com a presencga de outros agucares
aléem da lactose. No entanto, em produtos como sorvete, doce de leite e leite
condensado, a presenca de sacarose em maiores concentragdes pode prejudicar a
qualidade analitica. Estudos com o uso de modelos preditivos mostraram melhora da
seletividade do método para analise de leite com lactose hidrolisada. A espectroscopia
por IV € uma boa opc¢do analitica para industrias com menos recursos e producao
pouco variada, sendo util para controle de qualidade e rotulagem (Lei et al., 2010; Pinto
et al., 2021; Portnoy; Barbano, 2021).

5.1.3 Métodos de eletromigragao

Os métodos de separagdo por eletromigragdo se baseiam na diferenca da
velocidade com que as espécies carregadas eletricamente migram, quando essas se
encontram dissolvidas ou suspensas em um eletrolito e aplicada uma corrente elétrica
ao sistema. Os métodos eletroforéticos foram sendo aperfeigoados para maior
eficiéncia com a introdugao de colunas capilares e o surgimento da eletroforese capilar.
A Eletroforese Capilar ou Capillary Electrophoresis (CE) € um método recente na
andlise de lacteos, apresentando grande potencial na verificagcdo da qualidade de
produtos e processos. A Figura 9 mostra o funcionamento da técnica de forma
simplificada (Jorgenson; Lukacs, 1981; Queiroz; Jardim, 2001; Spudeit; Dolzan; Micke,
2012).

Figura 9 - Figura esquematica do método de eletromigragao
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Durante a analise por CE, ocorre a injecdo da amostra em colunas capilares de
silica, revestidas por polimeros e preenchidas com uma solucdo tamponada de
eletrolitos. A aplicagao de um campo elétrico gera uma corrente no interior do capilar,
produzindo a dissociagdo de grupos silandis (-SiOH) da superficie capilar que, em
contato com o0 meio aquoso, sdo ionizados. A superficie interna do capilar é
negativamente carregada e produz um fluxo eletrosmatico, gerando a movimentagao
do analito em diregao ao eletrodo de carga oposta, no sentido do detector. Ocorre a
produgdo de sinal analitico, que € enviado ao computador e esse ira gerar o
eletroferograma para leitura dos resultados (De Oliveira et al., 2016; Jorgenson;
Lukacs, 1981; Queiroz; Jardim, 2001; Spudeit; Dolzan; Micke, 2012).

Os avangos da eletroforese para analise de agucares sdo apresentados no
trabalho de Mantovani e colaboradores (2018). A analise de carboidratos por métodos
instrumentais sempre apresentou muitos desafios devido a natureza quimica desses
componentes. Por apresentarem grupos funcionais que ndo emitem fluorescéncia e
nao absorvem luz de diversos espectros, os carboidratos ndo sido detectaveis
dependendo do método analitico empregado, e a eletroforese se destaca como uma
ferramenta de separacao eficiente nesses casos. A CE é considerada uma técnica
efetiva para analise da lactose e outros agucares, apresentando alta resolugao, menor
tempo requerido para analise e equipamento com automacgao de alta eficiéncia.

Também necessita de pouco volume de amostras e reagentes e menor necessidade
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de lavagens pos-corrida, pois os compostos indesejados podem ser lavados apds a
analise (Mantovani et al., 2018).

A Eletroforese Capilar de Zona ou Capillary Zone Electrophoresis (CZE) € um
dos modos operacionais mais simples de CE e tem apresentado resultados
significativos ao identificar e quantificar diferentes compostos em lacteos,
principalmente proteinas. Laboratérios da Unido Europeia comegaram a utilizar a
técnica para garantir a autenticidade do leite e evitar adulteragbes, através da analise
de componentes lacteos proteicos, com o intuito de fortalecer a confiangca entre
produtores e consumidores (Masci et al., 2022).

Em estudos envolvendo a analise de lactose, Neves e Oliveira (2020a) avaliaram
a qualidade analitica da CZE na quantificagao da lactose em amostras rotuladas como
“sem lactose” e da lactulose como marcador de danos térmicos em leite UHT. Os
resultados mostraram que a técnica foi capaz de determinar o teor de cada carboidrato
nas amostras, considerando que a lactulose se apresenta em quantidades muito baixas
no leite. Em relagcdo ao tempo de analise, o método HPLC apresentou maior tempo e
consumo de reagentes em comparagao a CZE, mostrando a maior eficiéncia do ultimo
(Neves; De Oliveira, 2020a; Silveira et al., 2015).

Dessa forma, o método de CZE pode ser muito eficiente para a analise tanto da
lactose quanto de outros agucares de forma simultédnea, além de facil operacéo e
preparo de amostras, apresentando grande potencial na utilizacdo de forma rotineira
pelas industrias e laboratérios. Dentre as limitacdes destaca-se o custo de aquisi¢cao e
implementacado de equipamentos e capacitagao dos operadores (Neves; De Oliveira,
2020a; Neves; De Oliveira, 2020b; Neves; De Oliveira, 2021; Queiroz; Jardim, 2001;
Spudeit; Dolzan; Micke, 2012).

5.1.4 Métodos enzimaticos

Os métodos enzimaticos sao considerados oficiais de acordo com o MAPA e a
AOAC Internacional, associando métodos de deteccdo e ensaios enzimaticos. Nessa
revisdo, os meétodos enzimaticos foram considerados instrumentais, pois as
propriedades fisicas dos analitos sdo medidas apds as reacdes enzimaticas aplicadas

a lactose (Passos, 2011).
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Esses métodos podem ser realizados pela aquisicdo de kits comerciais ou
realizados em laboratdrios. Outras reacdes enzimaticas ocorrem sobre esses
monossacarideos, produzindo compostos que sao detectados e lidos pelos
equipamentos. Os principais métodos enzimaticos utilizados sao por leitura por
espectrofotométrica e por diferenca de pH (potencial Hidrogeniénico) (Da Silva et al.,
2020; Mustranta; Ostman, 1997; Trani et al., 2017).

O método enzimatico com detecgao por espectrofotometria é apresentado na
Figura 10. Apds hidrdlise da lactose,ocorrem reagdes enzimaticas por vias distintas,
pela glicose ou pela galactose. Na via da galactose, ocorre a agao enzimatica da
galactose desidrogenase sobre a molécula de galactose, levando a formagao de acido
galactonico e da coenzima NAD (Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina). A forma
reduzida da NAD absorve radiacado na faixa de espectro de 340 nm e é relacionada de
forma indireta com o teor de lactose da amostra. Para a via da glicose, ocorre a agao
da glicose fosfoquinase, formando glicose-6-fosfato, que é oxidada pela NADPH
(Fosfato de Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina) gerando ao final a forma
reduzida NADPH 2, que é medida por espectrofotometria da mesma forma (Da Silva et
al., 2020; Mustranta; Ostman, 1997; Trani et al., 2017).

Figura 10 - Representacdo do método enzimatico por espectrofotometria pela via da

glicose e da galactose
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Fonte: Adaptado de Da Silva et al. (2020) e Trani et al. (2017).
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Ja o método enzimatico cuja leitura é realizada por diferenca de pH é similar ao
primeiro, em que a lactose é hidrolisada em glicose e galactose. A glicose sofre agao
de enzimas especificas e forma os compostos D-glicose-6-P, ADP, além de prétons. A
formacéo de protons altera o pH da solugao, que permite determinar a concentragao
de H* e calcular a concentragdo da glicose e consequentemente da lactose. Os
resultados podem ser expressos relacionando a mudanga de pH com a concentragao
de lactose presente na amostra e comparando ao padrao de lactose pura (IDF, 2010;
Portnoy; Barbano, 2021).

Ambos os métodos possuem boa especificidade para analise da lactose e néao
necessitam de curva padrdo com amostra de referéncia. Os pontos criticos dos
métodos enzimaticos séo a calibragcao do equipamento de forma correta e com lactose
de alta pureza e calculos estequiométricos realizados de forma precisa, evitando a
ocorréncia de erros associados. Sao métodos vantajosos quando é necessario rapidez,
baixo custo e praticidade nas analises e podem ser uma boa opgao analitica para
pequenas e medias industrias (Da Silva et al., 2020; Mangan et al., 2019; Mustranta;
Ostman, 1997; Portnoy; Barbano, 2021; Trani et al., 2017).

O estudo de Churakova e colaboradores (2019) analisou diferentes kits
enzimaticos em amostras de leite em comparagcao ao método de cromatografia idnica.
O método HPAEC-PAD apresentou maior acuracia na deteccdo de lactose em
amostras de leite com baixo teor, pois os kits tendem a superestimar concentracao de
lactose. Trani e colaboradores (2017) afirmaram que os métodos enzimaticos
comparados ao método de HPLC nao apresentaram resultados adequados na
determinacado da lactose em produtos hidrolisados. A diferenga entre os valores
calculados e esperados variou de 5 a 30% e quanto menores as concentragdes de
lactose, essa variabilidade tende a aumentar. Mesmo com preparagdes de amostra e
diluicdes distintas, os métodos enzimaticos nao foram capazes de detectar a lactose
de forma adequada. Os métodos enzimaticos superestimaram a concentracdo dos
carboidratos das amostras: as marcas analisadas continham, de acordo com o rotulo,
a concentracdo de lactose de 49 g/L e os resultados obtidos pelos kits enzimaticos
foram, em média, 51 g/L.

Os métodos enzimaticos possuem a desvantagem de serem mais expostos a
erros por dependerem de reagdes bioquimicas. No entanto, os kits comerciais

apresentam praticidade e podem ser utilizados para determinar a concentracéo da
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lactose em produtos lacteos que nao tenham lactose hidrolisada. Métodos enzimaticos
mais eficientes estdo sendo desenvolvidos, como mostra o estudo de Mangan e
colaboradores (2019), que apresentou um novo método capaz de detectar niveis
minimos de lactose em amostras de formulas infantis sem lactose. O método
enzimatico foi comparado ao método HPAEC-PAD e apresentou resultados
significativos em relagdo a rapidez e robustez analitica. Apesar do método de
cromatografia apresentar maior precisdo nas analises, o ensaio enzimatico proposto &
uma opg¢ao com bom custo-beneficio, rapida e sem necessidade de treinamento de

pessoas e aquisicao de equipamentos de alto custo (Churakova et al., 2019).

5.1.5 Sensores eletroquimicos

Para além dos métodos instrumentais mais conhecidos, a utilizacao de sensores
eletroquimicos para determinagao da lactose tém sido objeto de estudos recentes, em
decorréncia da sua alta sensibilidade a pequenas mudancas de concentracao de
analitos. Os sensores possuem boa versatilidade ao utilizar diferentes eletrodos e
reagdes enzimaticas de acordo com a amostra e o tipo de anadlise desejada. Sao
considerados equipamentos de baixo custo, portateis e automacgao simples, pela
facilidade de montagem e operacao. O baixo limite de deteccéo e alta confiabilidade
refletem sua qualidade analitica (Gursoy et al., 2020; Ramya; Muthukumaran; Wilson,
2018).

De forma Gursoy e colaboradores (2020) desenvolveram um novo biossensor
com uso do co-polimero 3,4-etilenodioxitiofeno/tiofeno, com as enzimas lactase e
galactose-oxidase utilizadas no co-polimero para anexa-los ao eletrodo. O método
apresentou boa reprodutibilidade e tempo rapido de resposta com uso do co-polimero,
sendo uma opgao de menor custo, maior rapidez e facilidade na determinagao da
lactose. Além disso, o biossensor ndo sofreu interferéncia significativa de componentes
do leite como acido ascérbico e urico, interferentes relevantes durante a analise de
lactose.

O trabalho de Brito e colaboradores (2021) apresentou um biossensor a partir
da imobilizagc&o da lactase em uma pasta base contendo pasta de carbono e matriz de
nanotubos de carbono, que foi depositada no eletrodo. O biossensor foi utilizado para

detecgdo da lactose em amostras de leite desnatado e mostrou boa sensibilidade,
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estabilidade e reprodutibilidade, com limite de detec¢do de 0,15 mmol/L. O método
pode ser uma alternativa analitica para monitorizacdo do teor de lactose de forma
rapida e confiavel na producao de lacteos.

Wu (2023) apresentou um sensor eletroquimico baseado em liquido idGnico
modificado e brometo de 3-amina-N-[3-(N-pirrole)propillimidazol para detec¢do de
lactose em produtos lacteos. O sensor fez uso da enzima cellobiose desidrogenase
para a oxidacao da lactose. Esse método mostrou ser possivel fazer analise da lactose
sem etapas de preparagcdo de amostra, de forma rapida e in loco, por ser um
equipamento portatil, podendo ser utilizado em tempo real dentro do ambiente
industrial. O sensor apresentou acuracia e repetibilidade para analise de lactose
equiparaveis a métodos usuais como HPLC, o que corrobora sua potencialidade na

industria de laticinios atual.

5.2 Comparativo dos métodos analiticos instrumentais selecionados para a

revisao

Os métodos analiticos instrumentais tém sido utilizados de forma mais extensa
nos ultimos anos, considerando as inovagdes tecnoldgicas que o setor industrial vem
passando. A Tabela 3 resume as informagdes a respeito dos aspectos comparados,
destacando as vantagens e limitagdes dos métodos selecionados. Os métodos foram
verificados em relagéo a tipos de equipamentos, necessidade de operadores treinados,

geracgao de residuos e necessidade de preparo da amostra.



Tabela 3 - Comparativo entre métodos instrumentais para analise da lactose
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Método Vantagens Limitacoes Referéncia
Facil aquisi¢ao Preparo da amostra; Da Silva et al., 2020
Baixo custo Calibracdo com padrao de Portnoy; Barbano, 2021
Enzimatico Operacional simples alta pureza; Churakova et al., 2019
Rapidez de analise Baixo limite de detecgao; Mangan et al., 2019
Suijeito a erros;
Facil aquisicao e menor custo Preparo da amostra; Idda et al., 2016
. Resultados analiticos adequados Colunas especificas KuCerova et al., 2017
Cromatografia . o
gasosa Op’erador capamtadg; Mcnair; Miller; Snow,
Analise menos precisa 2019
Maior tempo de analise
i Alta seletividade e especificidade; Diluicao correta da amostra Moura; Silva; Gubert,
Cror.riat.ografla Método oficial Operador capacitado 2022
lonica Alto custo de equipamentos Brasil, 2022a
Preparo simples de amostra Alto custo de implementacédo  Portnoy; Barbano, 2021
Versatilidade de equipamentos Operador capacitado Silveira et al., 2015
Cromatografia Alta seletividade e especificidade Uso de colunas especificas
liquida Opcodes de acordo com a Quimica Uso de padrao

Verde
Método oficial




Operacional simples;

Baixo custo

Boa precisao e seletividade
Facil preparo de amostra
Método nao destrutivo

Espectroscopia
por IV

Maior tempo de analise
Necessita de comparativo
com banco de dados
Menor resolucao

Thygesen et al., 2003
Pinto et al., 2021

Lei et al., 2010
Portnoy; Barbano, 2021
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Pouco volume de amostra e
reagentes

Preparo simples de amostra

Sem geragao de residuos téxicos;
Menor tempo de analise

Eletroforese
capilar

Alto custo de implementagao
do equipamento

Operador capacitado

Uso de padrao

De Oliveira et al., 2016
Neves; De Oliveira,
2020a, 2020b

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Em relagdo a confiabilidade do método, os parametros analiticos sao
informacgdes importantes para avaliar a qualidade da analise e dos resultados obtidos.
A Tabela 4 mostra um comparativo entre os métodos cromatograficos, de acordo com

esses parametros.

Tabela 4 — Comparativo dos parametros analiticos entre métodos cromatograficos

Método Amostra LOD* LOQ* Referéncia
(mg/L ou (mg/L
Kg) ou Kg)
HPLC-RI Leite regular 50 150 Acquaro Jr. et
al., 2013
600 1800 Gonzaga et al.,
2019
HPLC-MS Leite sem 0,05 0,15 Trani et al.,
lactose 2017
HILIC-MS Leite sem 5 15 Garballo-Rubio,
lactose 2018
HPAEC- Leite sem Van
PAD lactose 10 Scheppingen et
logurte al., 2017
Queijo Gouda 2,5 4,1 Monti et al.,
Creme de 2017
chocolate e
avela
Queijo
Parmesao
GC Leite 0,45 1,4 Idda et al., 2016
Leite UHT Montilla, Moreno
Leite UHT sem e Olano, 2005
lactose
logurte
Creme de
queijo

*Valores médios encontrados

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os trabalhos apresentaram, em sua maioria, métodos para analise de produtos

com lactose hidrolisada. Isso vai ao encontro da tendéncia atual de produtos reduzidos
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e isentos em lactose e a necessidade de um maior controle regulatério da composigao
nutricional dos produtos lacteos. Sao produtos que podem apresentar niveis
extremamente baixos de lactose, e por isso a utilizagdo de métodos mais sensiveis e
seletivos é a melhor escolha para resultados de alta confiabilidade.

O método HPLC-RI apresentou menor sensibilidade na detecgao de lactose,
com maiores limites de deteccao e quantificacdo. O detector de indice de Refracéo é
menos preciso em relagdo ao de espectrometria de massas (MS), apresentando
menor qualidade analitica. No trabalho de Gonzaga e colaboradores (2019) o método
HPLC-RI obteve LOD de 600 mg/L e LOQ de 1800 mg/L. Ja Acquaro Jr. e
colaboradores (2013) obtiveram resultados de LOD e LOQ de 50 mg/L e 150 mg/L,
respectivamente. Pode-se inferir que a diferenga entre os valores se deve a utilizagao
de agua ultrapura em diferentes etapas da analise cromatografica, como no preparo
de amostra e durante a separacéo de componentes, assim como a possivel utilizagao
de diferentes tipos de colunas de separagao (Garballo-Rubio, 2018; Gonzaga et al.,
2019; Trani et al., 2017).

O método de HILIC-MS demonstrou bons resultados em relacdo a exatidao,
sensibilidade e seletividade. Nao foram observadas interferéncias no tempo de
retencao da lactose, mostrando que o método foi capaz de distinguir a lactose de
outros compostos sem afetar seu desempenho. O LOD apresentado foi de 5 mg/L e
LOQ de 15 mg/L, dentro do esperado para o tipo de amostra. O método apresentou
maiores valores de LOD e LOQ, porém dentro do previsto pelos autores (Garballo-
Rubio, 2018).

De acordo com os resultados encontrados, observou-se que método HPLC-MS
foi o que apresentou os melhores parametros analiticos, com valores para LOD de
0,05 mg/L e LOQ de 0,15 mg/L para lactose e niveis de preciséo e exatiddo de acordo
com os estipulados pela AOAC. O LOD e LOQ apresentados pelo método foram
menores em amostras de leite sem lactose, demonstrando a alta sensibilidade para
compostos em baixos teores. A detecgao por espectrometria de massa € uma adicao
vantajosa, por aumentar a seletividade e sensibilidade do método, pois o espectro de
massa de cada composto € unico, gerando resolucédo de alta qualidade e detecgao
precisa (Ali, 2022; Trani et al., 2017).

Em relagcdo ao método HPAEC-PAD, o trabalho de Van Scheppingen e

colaboradores (2017) expds a alta seletividade que o método apresentou para
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deteccdo da lactose em diversos produtos com baixo teor de lactose. Durante a
fabricacdo desses produtos, diferentes agucares sao formados e/ou adicionados,
podendo interferir nas analises, pois outros compostos podem ser detectados junto
com a lactose. Todos os produtos analisados apresentaram teor de lactose inferior a
0,1% (m/m), de acordo com as informagdes do rétulo dos produtos denominados “sem
lactose”. O método obteve bons resultados em relagdo ao LOQ, que foi de 10 mg/kg,
incluindo produtos como queijo Gouda e creme de chocolate e avela, que
apresentaram valores abaixo desse limite. Evidencia-se a analise de amostras de
creme de chocolate e avela, pois € um produto que leva adi¢do de sacarose e glicose.
A analise nao apresentou interferéncias, mostrando a seletividade do método para a
lactose. O uso de detector de amperometria pulsada otimizou o processo, por sua alta
seletividade para analise de carboidratos (Monti et al., 2017).

O trabalho de Idda e colaboradores (2016) avaliou o método de GC para
determinar lactose, glicose, galactose, tagatose e mio-inositol em amostras de leite
UHT regulares e sem lactose. Para lactose, o valor de LOD apresentado foi de 0,45
mg/L e LOQ de 1,4 mg/L. As amostras de leite sem lactose apresentaram valores
abaixo do limite de deteccdo, mostrando a alta sensibilidade do método. O método
apresentou capacidade para anadlises de diferentes matrizes lacteas, apresentando
limites de detecgdo adequados para amostras com e sem lactose. Para obtengao de
uma melhor qualidade analitica e considerando menor custo entre os métodos
cromatograficos, o0 GC mostrou-se como boa opg¢éo analitica.

O trabalho de revisdo de Rao e colaboradores (2021) comparou métodos
cromatograficos em relagdo a andlise de produtos lacteos com baixo teor e sem
lactose. A propenséo para analise de produtos com lactose hidrolisada demonstra a
relevancia da alta sensibilidade, seletividade e rapidez analitica do método, de acordo
com os resultados discutidos nesta revisdo. A resolugdo e a confiabilidade dos
resultados dependem do tipo de coluna de separacgéo e dos detectores empregados.
O emprego de detectores mais sensiveis tem se destacado como a melhor alternativa
para analises cromatograficas. Os autores concluiram que os métodos HPLC-MS e
HPAEC-PAD apresentaram os melhores resultados para produtos com teores
residuais de lactose, por apresentarem menores limites de deteccgao.

A principal barreira para utilizacdo dos métodos cromatograficas € o alto custo

de equipamentos, o que dificulta a aplicacdo em larga escala. O maior tempo de
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analise, necessidade de operadores qualificados e geragdo de grande volume de
residuos também sao aspectos limitantes. O desenvolvimento de tipos de detectores
e aparatos mais simples e versateis devem ser vistos como possibilidades para a
reducao de custos e maior interesse das empresas por essas metodologias (Da Silva
et al., 2020; Rao et al., 2021).

6 CONCLUSAO

O leite possui grande importancia na saude e na alimentagéo, apresentando
grande impacto no cenario econémico atual. Dessa forma, o controle da qualidade do
leite e seus derivados é dependente de resultados confiaveis, obtidos por
metodologias adequadas e eficientes. Conhecer e entender as técnicas analiticas
permite que a industria e a pesquisa brasileiras alcancem niveis compativeis com as
exigéncias internacionais. Adicionalmente, essa revisao pode dar suporte para a
escolha do método mais adequado para a analise requerida, garantindo a seguranga
do produto frente ao mercado consumidor e as exigéncias dos orgaos fiscalizadores.

O presente trabalho de revisdo pretendeu comparar as vantagens, limitagdes e
parametros analiticos mais consideraveis entre os principais métodos instrumentais
para analise da lactose como auxilio na escolha da metodologia adequada para
diferentes derivados lacteos e de acordo com a necessidade e porte da empresa,
incluindo pequenas produgdes, grandes industrias, além de laboratorios comerciais e
de pesquisa. No entanto, o alto custo que envolve os equipamentos, por serem
importados de outros paises e a necessidade de operagao e assisténcia técnica
especializadas sao as principais barreiras para que sua utilizacdo seja mais comum
no meio industrial e cientifico. O Brasil deveria fazer maiores investimentos em
tecnologia para que esses equipamentos possam ser adquiridos com maior facilidade
e se tornem rotina na analise de alimentos.

Sa0 necessarios mais estudos para definir métodos de deteccao e
quantificacdo da lactose especificos para cada produto lacteo, além de eficazes,
confiaveis e de menor custo. Um possivel caminho a ser seguido seria a convergéncia
de kits e sensores com tecnologias analiticas de alta sensibilidade para permitir o uso
de métodos mais precisos pelas industrias, como os métodos enzimaticos e

eletroquimicos. Diversos métodos de detecgdo de antibidticos e de alguns
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componentes lacteos ja apresentaram limitagcbes como longo tempo de analise e
instrumental mais complexo e atualmente apresentam facil aquisicdo e execugéo. A
evolugdo e a acessibilidade de tecnologias analiticas sdo necessarias para a
qualidade e seguranga dos produtos lacteos, atendendo as demandas dos

consumidores e da fiscalizagao.
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