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Resumo

A intolerancia a lactose € um disturbio que atinge grande parte da populagéo. Diante
disso, € indispensavel o uso de métodos confiaveis para detec¢ao e quantificagao de
lactose em leite e seus derivados. Por esta razéo, este estudo visa adaptar o método
do acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS) para quantificar lactose em leite e queijo fino tipo
Brie, e aplicar o método validado na determinacdo de lactose durante a vida de
prateleira do queijo. Para isso, primeiramente um método alternativo do ADNS foi
validado seguindo os parametros de validagao (linearidade, precisao, exatidao, limites
de deteccédo e quantificagdo) determinados segundo diretrizes da RDC N° 166, de 24
de julho de 2017 da ANVISA. Apds validagao, o método foi utilizado para determinar
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o teor de lactose no queijo tipo Brie em quatro periodos, nos tempos 1, 8, 20 e 33 dias
de vida de prateleira. Os teores de recuperagao de lactose no leite e queijo tipo Brie
foram de 103% e 68%, respectivamente. O teor de lactose no queijo tipo Brie foi de
2,41 mg/g; 1,97 mg/g; 1,19 mg/g e 0,49 mg/g, nos tempos 1, 8, 20 e 33 dias,
respectivamente. Desta forma foi possivel evidenciar a reducéo no teor de lactose do
queijo Brie, conforme a vida de prateleira.

Palavras-chave: Acido 3,5-dinitrosalicilico. Brie. Parametros de validagéo

Abstract

Lactose intolerance is a disorder that affects a large part of the population. In view of
this, the use of reliable methods for detecting and quantifying lactose in milk and its
derivatives is essential. For this reason, this study aims to adapt the 3,5-dinitrosalicylic
acid (ADNS) method to quantify lactose in milk and fine Brie cheese, and to apply the
validated method in the determination of lactose during the shelf life of the cheese. For
this, an alternative DNAS method was first validated following the validation
parameters (linearity, precision, accuracy, limits of detection and quantification)
determined according to guidelines of RDC N°166, of July 24, 2017 by ANVISA. After
validation, the method was used to determine the lactose content in Brie cheese in four
periods, at times 1, 8, 20 and 33 days of shelf life. The recovery levels of lactose in
milk and Brie cheese were 103% and 68%, respectively. The lactose content in Brie-
type cheese was 2.41 mg/g; 1.97 mg/g; 1.19 mg/g and 0.49 mg/g, at times 1, 8, 20
and 33 days, respectively. In this way, it was possible to demonstrate the reduction in
the lactose content of Brie cheese, according to shelf life.

Keywords: 3,5-dinitrosalicylic acid. Brie. Validation parameters

1. Introducao

O leite bovino, fluido complexo que contém agua, lipidios, proteinas,
carboidratos e sais minerais, € considerado um alimento importante para a saude,
sendo a lactose seu principal carboidrato, representando de 4% a 6% de sua
composicao. Este carboidrato € um dissacarideo, que para ser digerido e absorvido,
necessita de plena atividade da enzima lactase (SILVA, 2017). No entanto,
aproximadamente 75% da populagdo mundial € intolerante a lactose (BRANCO et al.,
2017), que é caracterizada pela incapacidade de metabolizar esta biomolécula devido
a deficiéncia da enzima lactase (OLIVEIRA, 2009).

Devido ao elevado percentual de Intolerantes a Lactose (IL), ha um aumento
nas pesquisas para proporcionar ao mercado produtos lacteos com baixo teor ou sem
esse carboidrato, dentre os produtos demandados pela populagdo, destacam-se os
queijos (DANTAS, 2019). Para que um queijo, exceto de longa maturacdo, seja
comercializado com a alegacéo de baixo teor de lactose, 0 mesmo deve conter até
1% de lactose, e para declarar no rétulo isento de lactose, 0,1% € o maximo que se
pode conter em sua composigao (ANVISA, 2017).

De acordo com o Manual de Métodos de Analises do MAPA de 2022, as
metodologias oficiais para determinacdo do teor de lactose sdao IDF 214 — ISO
26462:2010 para leite fluido e IDF 198 - ISO 22662:2007 para leite e outros produtos
lacteos, exceto queijo em pd e soro de leite em po. A IDF 214 utiliza o método
enzimatico por diferenca de pH para a medigao do teor de lactose. Ja a IDF 198
emprega a cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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As analises cromatograficas e enzimaticas demandam de equipamentos e
reagentes sofisticados, bem como elevado custo de analise (SILVA et. Al., 2020).
Portanto, ha necessidade no desenvolvimento de técnicas alternativas acessiveis
para avaliar o teor de lactose em leite e queijos. Neste contexto, o método do acido
3,5-dinitrosalicilico (ADNS) & promissor para determinagao de lactose, pois a molécula
de lactose contém agucar redutor (SILVA et. Al.,, 2020) e o reagente ADNS, um
composto amarelo que pode ser reduzido por agucares redutores a um composto
colorido avermelhado (VASCONCELOS; PINTO; ARAGAO, 2013), com absorgéo
maxima na regido do visivel em comprimento de onda 546 nm (GONCALVES et al.,
2010). No entanto, para garantir a reprodutibilidade e exatiddo do método € necessaria
validagao do mesmo nas diferentes matrizes, pois cada alimento necessita de preparo
de amostra diferente para remocgéo dos interferentes (BARROS, 2002).

Portanto, o objetivo do trabalho foi validar o método do acido 3,5-dinitrosalicilico
(ADNS) para quantificar lactose em leite e queijos fino tipo Brie, e aplicar o método
validado na determinacao de lactose no queijo tipo Brie para identificar o efeito da vida
de prateleira no teor de lactose neste queijo.

2.2 Material e Métodos

A validacdo do método foi realizada em leite integral e queijo fino tipo Brie. O
leite e queijo foram fornecidos pelo Projeto de Pesquisa, Desenvolvimento & Inovagao
em Queijos Finos — Biopark Educagdo. O padréo de lactose foi adquirido do éxodo
cientifico e as analises realizadas nos laboratérios da Faculdade Biopark — Biopark
Educacao, em Toledo, Parana.

2.1 Preparo das amostras

2.1.1 Leite

A amostra de leite foi preparada retirando uma aliquota de 1 mL do leite e
diluindo em 5 mL de agua destilada. Apds, a amostra foi submetida ao processo de
clarificagéo, para isso foi adicionado 1 mL de Carrez 1 e 1 mL de Carrez 2, a solugao
foi centrifugada e o sobrenadante transferido para baldo volumétrico de 50 mL,
completado o volume com &agua destilada. A amostra obtida foi utilizada para
determinacgao de lactose.

2.1.2 Queijo

As amostras de queijo foram trituradas para redug¢ao do tamanho de particulas
e pesados 5 g. Em seguida, forma adicionados 10 mL de agua destilada e mantido
em banho maria a 50 °C por 30 minutos. Logo apds, a amostra foi submetida ao
processo de clarificagdo com 3 mL de Carrez 1 e 3 mL de Carrez 2, centrifugada e
filtrada para baldo de 50 mL e no final completado o volume com agua destilada. A
amostra obtida foi utilizada para determinagao de lactose.

2.2 Determinacgao de lactose com 3,5-dinitrosalicilico

A quantificacdo do teor de lactose nas amostras de leite e queijo foi realizada
adicionando amostras em tubos de ensaio, seguido da adi¢&o de acido cloridrico (HCI)
2M, hidréxido de sédio (NaOH) 2M e o reagente de 3,5-dinitrosalicilico e mantido em
banho a 100 °C por 5 min. Apdés, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5
min e adicionado 3 mL de agua destilada. Os tubos foram agitados e realizada leitura
em espectrofotbmetro em comprimento de onda 546 nm (MILLER, 1959). Para
quantificagdo do teor de lactose, uma curva padrdo com diferentes concentracdes de
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lactose foi construida, conforme descrito no item linearidade de validagdo do método,
e a partir da equacao da reta, o teor de lactose foi calculado em mg de lactose por mL
para leite ou em g para queijo.

2.3 Parametros de validagcao do método ADNS

2.3.1 Limites de deteccao

Para determinar a menor concentragao de lactose presente na amostra que
podera ser detectado pelo método, o limite de deteccao (L.D) foi avaliado conforme
ANVISA (2017). Ap6s a obtencdo da equacdo da reta, o limite de deteccdo foi
calculado conforme equacéo 1.

__33Xo
LD === (1)

Sendo que: IC € ainclinagao da curva de calibragado e ¢ € o desvio padréo.

2.3.2 Limite de quantificagao

O limite de quantificagdo (LQ), a menor concentragédo de lactose que podera
ser quantificada na amostra, sera definida utilizando a inclinacdo da curva de
calibragdo (ANVISA, 2017), e o calculo sera baseado na equagéao 2.

__10xo

LQ = (2)

IC

Sendo que: IC € ainclinagao da curva de calibragado e ¢ € o desvio padréo.

2.3.3 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através da construgdo da curva de
calibragdo com padréo de lactose em concentragdes crescentes (0,2 0,8 mg/mL).
Através dos valores de absorbancia obtidos, foi construido um grafico de
concentragdo (mg/mL) versus absorbancia, utilizando-se como critério de aceitagao
um coeficiente de correlagdo maior ou igual a 0,990 de acordo com a ANVISA (2017).
A partir dessa curva de calibracdo, foi calculado o coeficiente angular da reta e o seu
ponto de intersecg¢do no eixo y.

2.3.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através do desvio padrdo da analise em
triplicata das determinacbes do teor de lactose em amostras com concentragao
conhecida de lactose em leite (10 mg/mL) e queijo (2 mg/qg).

2.3.5 Exatidao

A determinagao da exatidao foi realizada com ensaios de recuperacdo. Para
isso, foi realizada a extracdo e quantificacdo, em que foi realizada fortificando a
amostra com 10 mg de lactose padrao. O percentual de recuperacgao foi expresso pela
relacdo entre a concentracdo meédia determinada experimentalmente e a
concentracao tedrica correspondente (ANVISA, 2017), calculado conforme equacéao
3.

concentracido média experimental

Recuperacio (%) = x 100 (3)

concentragio tedrica
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2.4 Aplicagao do Método

Com os parametros definidos na validacdo do método, o mesmo foi aplicado
para avaliar o teor de lactose do queijo tipo Brie em quatro periodos durante a vida de
prateleira (1, 8, 20 e 33 dias). Para isso, foi utilizado a mesma amostra de queijo para
todos os testes, o que possibilitou observar o comportamento do teor de lactose no
decorrer do tempo.

2.5 Analise dos dados

Os teores de lactose durante a maturagao do queijo foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), com nivel de significancia de 5%, seguido do teste t-Student,
utilizando Microsoft Excel. Os dados foram expressos como média + desvio padrao.

3. Resultados e Discussao

3.1 Validagao do método

A curva analitica foi elaborada a partir das concentracdes crescentes do padrao
de lactose (Figura 1), obtendo equacgao da reta y= 7,5702x + 0,0223. Ja o coeficiente
de correlacdo encontrado foi de 0,9935, o qual foi obtido calculando a raiz quadrada
do coeficiente de determinacédo (R2), cumprindo assim as recomendacgdes da RDC
166, que recomenda um coeficiente de correlagéo igual ou maior que 0,990. (ANVISA,
2017).

Figura 1 - Curva analitica de Lactose
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Fonte: Os autores, 2023

Em relacdo aos limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ), o método
apresentou LD e LQ de 0,0004 mg/mL e 0,001 mg/mL, respectivamente, estes valores
sdo importantes, pois limites baixos permitem quantificar concentragbes baixas do
analito de interesse na amostra analisada. Método utilizando HPLC com detecc¢ao de
indice de refracdo apresentou maiores LD (0,04 mg/mL) e LQ (0,12 mg/mL) (JAKSIC
et. al., 2022).

Em relacdo a exatiddo do método, os resultados de recuperagao para leite
variaram de 95 a 113% com média de 103% e para o queijo tipo Brie de 62 a 73%
com média de 68%. De acordo com a Anvisa, os resultados de exatiddo para a faixa
de trabalho, podem variar entre 80% a 120% (ANVISA, 2017). Portanto, o método
para determinacdo de lactose em leite € adequado e para o queijo as recuperagoes
foram baixas.
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Conforme Simiao et al. (2018), em seu estudo de recuperag¢do de lactose em
queijos (minas, mussarela, prato e parmesio), realizado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), obteve resultados de recuperagéo de lactose entre 89% e
105%. Ja o método validado por Adhikari et al. (1991), avaliou a recuperacdo de
acgucares redutores por espectrofotometria com reagente de acido dinitrossalicilico
(DNS) e os valores de recuperagao ficaram entre 97% a 101%.

A diferenga entre os dois métodos mencionados € que a CLAE separa a lactose
e outros carboidratos, os quais sao identificados e quantificados com um detector de
indice de refraggo (ACQUARO JUNIOR et al, 2013). Ja o método
espectrofotométrico, ADNS, composto amarelo, pode ser reduzido por agucares
redutores a um composto colorido avermelhado (VASCONCELOS; PINTO; ARAGAO,
2013), com absor¢do maxima na regido do visivel em comprimento de onda 540 nm
(GONCALVES et al., 2010).

Os valores de recuperacado de lactose em queijos podem variar amplamente
dependendo do método de analise utilizado, pois cada método tem uma abrangéncia
diferente em relagdo a deteccdo da quantidade de lactose na amostra, isso ocorre,
pois, algumas técnicas sao pouco eficientes (SILVA, 2020). O teor de lactose também
pode mudar em relagdo ao tipo de queijo (ABIQ, 2022), bem como o tempo de
prateleira que o queijo pode permanecer, ocorrendo modificagdes bioquimicas que
impactam diretamente na quantidade de lactose no queijo (FOX, 2004).

A repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de medigbes
sucessivas de uma mesma amostra (RIBANI, 2004). Os valores de coeficiente de
variagcdo foram 11,9% para leite e 8,8% para queijo, pode-se verificar que a
repetibilidade é satisfatoria, e o desvio padrao relativo obtido esta de acordo com a
homogeneidade de diferentes amostras. Ou seja, é inferior para amostras sdlidas
(queijo) do que liquidas (leite).

3.2 Teor de lactose em leite e queijo tipo Brie

O leite utilizado para a produgao do queijo apresentou 18,82 mg/mL de lactose,
representando 1,9%. A lactose € o principal carboidrato do leite representando em 4%
a 6% de sua composi¢cdo, sendo um acgucar naturalmente encontrado, composto por
glicose e galactose (SILVA, 2017).

De acordo com o estudo realizado por Seibt et al. (2020), os teores de lactose
identificados em diferentes queijos foram os seguintes: no queijo Minas Frescal,
variaram de 1,89 a 1,45 g/100g; no queijo coalho, variaram de 1,61 a 1,35 g/100g; e
na ricota, variaram de 2,29 a 1,99 g/100g. Esses resultados confirmam que nos
queijos mais frescos os teores de lactose sdo mais elevados.

No momento inicial de maturagao do queijo tipo Brie, foi identificado um teor de
lactose de 2,45 mg/g ou 0,245 g/100g. O queijo tipo Brie ap6s a sua produgao é
maturado por aproximadamente 10 dias, sendo que entre 5 e 7 dias forma uma
camada fina de mofo e com cerca de 8 a 9 dias ocorre o pleno crescimento do fungo.
A data de fabricacdo do queijo é definida como o primeiro dia apds o tempo de
maturacdo. No entanto, durante a vida de prateleira continua o processo de
maturagao, que promovem alteragées na composicao do produto (FURTADO, 2022).

O teor de lactose do queijo tipo Brie identificado no estudo foi de
aproximadamente 0,3%. Geralmente os queijos curados de mofo branco produzidos
no Brasil, podem ter uma variagdo em teor de lactose entre 0,0-7,5% (PEREIRA,
2020). Conforme estudo Gille et al. (2018) as concentragcbes de lactose em queijos
macios (Brie, Tome, Camembert) obtiveram resultados abaixo de abaixo de 0,1%.
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O acompanhamento realizado com o queijo tipo Brie, teve o objetivo de avaliar
o teor de lactose no periodo de 33 dias, de acordo com o processo do queijo, a
redugédo de lactose deve ocorrer durante a vida de prateleira (DICKEL, JUNKES,
2017). Diante disso, foi possivel constatar que ocorreu uma redugdo crescente de
lactose durante a vida de prateleira do queijo, sendo ao final de 33 dias essa redugéao
de 80% (Figura 2).

Figura 2 - Teor de lactose no queijo tipo Brie durante a maturagao
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Fonte: os autores, 2023

A reducdo de lactose € ocasionada pelo processo de transformacido e
fermentacao do carboidrato em acido latico (LOURENCO NETO, 2013). O processo
de fermentacao da lactose em acido lactico durante a producao de queijo € conhecido
como fermentacao lactica. Nesse processo, as bactérias laticas presentes no leite,
como as especies de Lactococcus e Streptococcus, consomem a lactose e a
convertem em acido lactico (LIMA et al., 2009).

Desta forma, os produtos que passam pelo processo de fermentacio, sdo mais
aceitos para quem tem intolerancia a lactose, devido seu processo de producéo,
reduzindo aproximadamente de 25% a 50% da presenca desse carboidrato (BORGES
et al., 2010).

Conforme Carroccio et al. (2019), que avaliou o consumo de queijo maturados
em homens adultos com autodiagnoéstico de intolerancia a lactose, os resultados
mostraram que o consumo de queijo ndo causou sintomas de intolerancia a lactose.
Ja para Facioni et al., (2020), que realizou revisdo dos varios aspectos da intolerancia
a lactose, incluindo o consumo de queijo, destacaram que alguns tipos de queijos
podem ser bem tolerados, devido a menor quantidade de lactose residual.

4. Conclusao

O método do acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS) mostrou-se satisfatorio e
adequado para a quantificacdo da lactose em amostras de leite e queijo. Esse método
permite uma analise precisa e confiavel dos teores de lactose presentes nos produtos
lacteos. O queijo tipo Brie com 33 dias de vida de prateleira apresentou baixo teor de
lactose, desta forma, o estudo também demonstrou que pessoas com baixa
intolerancia a lactose podem realizar o consumo de queijos tipo Brie. Com isso, ndo é
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necessario o desenvolvimento de linhas de produtos "zero lactose" para o queijo tipo
Brie, pois a maturacédo do queijo promove a reducio deste carboidrato.
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