ISSN 2178-0471
vol. 10 n. 2 Dez. 2019
pag. 136-146

EH@‘C\IO K@W/

DETERMINACAO DO TEOR DE LACTOSE EM LEITES ESPECIAIS

LACTOSE CONTENT DETERMINATION IN SPECIAL MILKS

Sérgio Marques Costal”, Erika da Silva Andrade?, Thalia Caroline Silva da Costa®, Talias
Cristina Nogueira dos Santos*, Lavinia Quélrili Cunha Soares®, Maira Rodrigues Uliana®™

123456 Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE, Programa de pés-graduacdo em Meio Ambiente e
Desenvolvimento Regional. Campus Il, Bloco B2, Rodovia Raposo Tavares, km 572, Bairro do
Limoeiro, 19067-175, Presidente Prudente-SP, Brasil.

“marxcosta@gmail.com
“maira@unoeste.br

Resumo

A intolerancia a lactose pode ser descrita como uma afec¢do da mucosa intestinal que a incapacita a
digerir a lactose devido a deficiéncia de uma enzima denominada lactase, que é responsével pela
hidrolise da lactose em glicose e galactose. Este trabalho teve como objetivo analisar leites especiais
rotulados como “zero lactose” e compara-lo com as normativas estipuladas na legislagdo vigente. O
método utilizado foi a Determinacdo de glicidios redutores, que se baseia na reacdo de oxidacdo da
lactose. Os leites analisados foram nomeados de A, B, C, D, E, F e os teores médios de lactose
encontrados foram 3,17%, 3,01%, 2,98%, 2,99%, 3,13% e 2,98% respectivamente. Foi possivel
concluir que as amostra dos leites analisados apresentam resultados positivos para a lactose, divergindo
das indicacdes dos rétulos, demostrando falha na inspecdo e no controle de qualidade do leite “Zero

Lactose” comercializado no municipio de Presidente Prudente.

Palavras-chave: Intolerancia alimentar, Lactase, Glicidios redutores.

Abstract

Lactose intolerance can be described as a condition of the intestinal mucosa that makes it unable to
digest lactose due to the deficiency of an enzyme called lactase, which is responsible for lactose
hydrolysis in glucose and galactose. This study aimed to analyze special milks labeled as “zero lactose”
and compare it with the regulations stipulated in current legislation. The method used was the
determination of reducing glycids, which is based on the lactose oxidation reaction. The analyzed milks
were named A, B, C, D, E, F and the average lactose contents were 3.17%, 3.01%, 2.98%, 2.99%,

3.13% and 2.98% respectively. It was possible to conclude that the milk samples analyzed presented
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positive results for lactose, diverging from the label indications, demonstrating failure in the inspection

and quality control of the “Zero Lactose” milk marketed in Presidente Prudente city.

Keywords: Food intolerance, Lactase, Reducing glycerides.

Introducao

Entende-se por leite, o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condigdes
de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de origem de outros animais deve
ser especificado segundo sua origem.* O leite € um liquido branco, opaco, duas vezes mais viscoso que
a agua, de sabor ligeiramente adocicado e odor suave, é um produto de alto grau de complexidade,
sendo estimado que o leite possua em torno de cem mil constituintes distintos, embora a maioria néo
tenha ainda sido identificada. Seus principais componentes sdo agua, sélidos totais, gorduras, proteinas,
lactose e minerais. Também fazem parte da composicdo do leite (em menores teores) vitaminas,
bactérias, leucécitos e células mamarias secretoras.?

Os leites atualmente podem ser agrupados em diferentes tipos, por exemplo, o leite cru
refrigerado é o tipo de leite que vem diretamente da ordenha da vaca, refrigerado e mantido nas
temperaturas de conservagdo constantes de 7°C na propriedade rural/Tanque comunitario e 10°C no
estabelecimento processador. Apresenta matéria gorda com teor original de no minimo 3,0g (g.100 g*)
e proteinas de no minimo de 2,9g (g.100 g).!

Leite pasteurizado tipo A, que é caracterizado quanto ao teor de gordura, sendo
classificado como: integral, minimo de 3,0 g (9.100 g*), semidesnatado 0,6 a 2,9 g (g.100 g?) ou
desnatado méaximo de 0,5 g (g.100 g?), produzido, beneficiado e envasado em estabelecimento
denominado "Granja Leiteira”, esse tipo de leite ¢ submetido a tratamento térmico na faixa de
temperatura de 72 a 75°C durante 15 a 20 segundos, seguindo-se de resfriamento imediato em
temperatura igual ou inferior a 4°C e envase em circuito fechado no menor prazo possivel, sob
condicdes que minimizem contaminagdes.t 3

Entende-se por leite UHT (Ultra High Temperature) ou “leite longa vida” o leite
homogeneizado que foi submetido, durante 2 a 4 segundos, & temperaturas variando entre 130 e 150°C,
mediante um processo térmico de fluxo continuo, imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a
32°C e envasado sob condicOes assépticas em embalagens estéreis e hermeticamente fechadas. Eles
podem ser classificados ainda como: leite UHT integral, leite UHT semidesnatado ou parcialmente
desnatado e leite UHT desnatado.*

Por fim, sdo classificados como “Leite Sem Lactose” aqueles que passam por processos
quimicos para a quebra da lactose, este tipo de leite é destinado a pessoas que sdo intolerantes a

lactose, acglcar predominante do leite®>®. Tais leites sdo normalmente tratados com lactases comerciais,
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sendo chamados “leites zero lactose” ou “leites especiais” que sdo comercializados nos mercados
nacionais como longa-vida integrais?.

Na producdo deste tipo de leite a hidrdlise enzimatica da lactose pode ser feita por meio de
dois métodos principais, 0 método quimico e o0 enzimatico. O método quimico ndo é utilizado na
industria de alimentos, pois depende de altas temperaturas e utilizagdo de acidos muito fortes. No
método enzimatico a lactose é catalisada pela enzima lactase (B-galactosidase), que pode ser obtida
industrialmente através da levedura Térula cremoris.’

O inicio do processo industrial do leite ocorre na recep¢do, aonde o leite chega a granel
em caminhdes isotérmicos em temperatura de até 7°C. O leite deve ser filtrado com objetivo de
eliminar sujeiras menores, diminuindo-o foco de contaminagdo inicial. No processo de padronizacéo, o
leite devera ser apresentar 3,2% de gordura. Na pasteurizacéo, o leite deve passar em trocador de calor
em placas a 72°C por 15 segundos. O leite podera ser refrigerado e armazenado ou seguir para a
operacdo de homogeneizagdo necessaria para compensar os efeitos de desestabilizacdo das proteinas e
gordura do leite, provocada pelo processo de injecdo de vapor e resfriamento por evaporagdo. Apos
este processo é adicionado citrato de sédio, cuja funcéo é evitar a sedimentacéo do leite.®

No processo enzimatico de obtengdo do leite zero lactose, o leite cru passa pelo processo
de esterilizagdo (UHT), é resfriado e entdo, adiciona-se a lactase, posteriormente o leite é envasado. A
hidrdlise da lactose ocorre no interior da embalagem. Resumidamente o processo consiste em deixar o
leite em repouso cerca de trés a quatro horas, onde a lactase quebra a lactose, formando dois
subprodutos: glicose e galactose.?

Ao paladar, a glicose pode parecer mais doce que a lactose, alterando assim o sabor final
do leite, mas esse ndo tem adicéo de aglcar (sacarose). O leite ainda apresenta 0 mesmo valor calérico,
fornecimento de nutrientes, aminoacidos e vitaminas essenciais. No entanto, o leite submetido ao
processo de hidrélise enzimatica da lactose, pode ainda apresentar até 0,1% de lactose. Desta forma,
pode se afirmar que a lactose ndo é retirada do leite, e sim quebrada em agucares, realizando o processo
que o organismo das pessoas com intolerancia a esta proteina ndo é capaz.® ’

A lactose (Galactose B-1,4 glucose) é sendo o constituinte s6lido predominante e menos
variavel da composicio dos leites. E um dissacarideo formado pelos monossacarideos glicose e
galactose que séo ligados através do grupo aldeido (C-1) da galactose ao carbono C-4 da glicose,
formando a ligacdo glicosidica (1,4) e existindo em duas formas isoméricas, a a-lactose ¢ p-lactose, que
diferem na posicéo da hidroxila e do hidrogénio do grupo redutor da lactose, esta diferenca estrutural

influéncia a solubilidade das duas formas”**° (Figura 1).
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Figura 1 — Estrutura da Lactose.
Fonte: Autores.

A mé digestdo da lactose ocorre devido a um declinio na atividade da enzima (-
galactosidase mais conhecida como lactase. A lactose no célon serd fermentada em é&cido latico,
resultando na producéo de gases como metano, dioxido de carbono e hidrogénio e acidos graxos de
cadeia curta como acético, butirico e propiénico, responsaveis pela reducdo do pH do meio. Para que a
assimilagéo da lactose ocorra pelo organismo é necessario que a mesma seja hidrolisada em galactose e

glicose no intestino delgado, pela agéo da enzima lactase’ 2 (Figura 2).
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Figura 2 - Hidrélise enzimética da lactose catalisada pela lactase.
Fonte: Autores.

A lactase produzida por fungos filamentosos (Aspergillus Niger e Aspergillus oryzae)
possui pH 6timo na faixa acida de 2,5 a 4,5, enquanto a produzida por leveduras (Kluyveromyces lactis,
Candidapseudo tropicalis, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces sp.)
possui pH 6timo préximo a neutralidade (6,5 e 7,5). Essa caracteristica é importante para 0S processos
industriais, pois a escolha da fonte da lactase deve estar de acordo com as necessidades impostas pela
natureza do substrato e do produto.®

A intoleréncia a lactose pode ser classificada em trés grupos, que representam o modo
como se manifesta que podem ser classificados como: intolerancia a lactose congénita, priméria e

secundaria, assim, a deficiéncia congénita é aquela que se da pela auséncia ou baixa producdo da
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lactase, sendo herdada e extremamente rara, é caracterizada pela auséncia de lactase no nascimento e €
uma condicdo permanente que se manifesta logo apds o nascimento e o principal sintoma é a diarreia
osmética, que cessa com a retirada da lactose da dieta.t® 141

A deficiéncia priméaria, também conhecida como hipolactasia adulta, é a mais
frequentemente observada devido ao declinio da atividade enzimatica na idade adulta. Em geral, esta
gueda na producdo da lactase varia de acordo com alguns fatores como: quantidade de lactose
consumida, idade do individuo, genética e taxa de digestdo, etc. Somado a estes, existem fatores
bioldgicos, psicoldgicos e culturais que também podem influenciar no nivel de intolerancia a alimentos
contendo lactose.!31°

Ja a deficiéncia secundéria, ou deficiéncia adquirida, que é resultante de lesdes causadas
na mucosa do intestino como, por exemplo, o uso de radiagdo e de medica¢do em tratamento de cancer,
doencas como gastroenterites, doenca de Crohn, colite ulcerativa, dentre outras que também podem
lesionar a mucosa intestinal. Uma vez sanadas as lesBes, geralmente, a atividade da lactase é
restabelecida.’®

A exclusdo do leite da dieta de pacientes portadores de ma digestdo da lactose pode
acarretar prejuizos nutricionais e consequentes danos a salide Como forma de tratamento para todos 0s
tipos de intolerancia, recomenda-se evitar o consumo de produtos ricos em lactose, ingerir a enzima
lactase com produtos lacteos ou consumir produtos onde a lactose tenha sido removida pela
fermentacéo que ocorre na fabricacdo de coalhadas, iogurtes e queijos.®

No Brasil ndo existe uma legislacdo especifica para produtos lacteos com lactose
hidrolisada, porém a producdo destes atualmente é regulamentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).5 Sdo duas resolugdes da ANVISA: a primeira é a RDC 135/2017 que inclui os
alimentos para dietas com restricdo de lactose no regulamento de alimentos para fins especiais. A
segunda é a resolucdo RDC 136/2017 que define como as informagdes de lactose devem ser colocadas
no rétulo, independentemente do tipo de alimento.

Pela regra, os fabricantes sdo obrigados a informar a presenca de lactose nos alimentos.
Isso vale para alimentos com mais de 100 miligramas (mg) de lactose para cada 100 gramas ou
mililitros do produto. Ou seja, qualquer alimento que contenha lactose em quantidade acima de 0,1%
deverd trazer a expressdo “Contém lactose” em seu rotulo. Esse limite esta baseado em referéncias
técnicas e na experiéncia de paises que adotam a rotulagem de lactose ha mais tempo, como Alemanha
e Hungria. O limite de 100 miligramas é entendido como seguro para as pessoas com intolerancia a
lactose.®

Aproximadamente 70% da populacdo mundial tém algum grau de intoleréncia a lactose,
por isso grandes marcas vém investindo em produtos sem lactose. Para o mercado brasileiro de

produtos zero lactose estima-se um crescimento anual de 15 a 20% até o ano de 2020, de acordo com
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pesquisa realizada °. O aumento da procura por alimentos que promovam maior bem-estar, também
focado na disponibilizacdo de produtos para quem sofre de algum tipo de intolerancia, o aquecimento
do mercado se torna cada vez maior e as vendas desse segmento subiram de 22 milhGes para 359
milhdes de délares em um curto periodo de tempo.®

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de lactose em leites

UHT especiais (Zero Lactose), comercializados no municipio de Presidente Prudente, SP.
Material e métodos

Secdo de reagentes

Solugdo de Sulfato de zinco 30%; Solugdo de Ferrocianeto de potassio 15%; Solugdo de
Fehling A e B.

Amostras e delineamento

Foram avaliados 6 (seis) amostras de leite UHT especiais que ndo contém lactose,
identificadas por A, B, C, D, E, F., comercializadas comumente nos principais supermercados
localizados no municipio de Presidente Prudente/SP, é importante ressaltar eu as marcas avaliadas séo
comercializadas em todo o estado de S&o Paulo, assim como sdo também comercializadas em todo o
territorio nacional. O delineamento experimental foi definido em 6 (seis) tratamentos, com 4 (quatro)

repeticdes, onde cada repeti¢éo foi representada por uma embalagem de mesmo lote comercial.
Analise do teor de lactose

Existem muitos métodos quantitativos disponiveis para a determinagdo de lactose, estes
métodos precisam ser eficientes e possuir baixos limites de detec¢do, uma vez que estamos lidando
com determinagfes de baixas concentragdes deste carboidrato. Poderosas ferramentas analiticas (por
exemplo, cromatografia liquida, espectrometria de massa e espectroscopia Raman) raramente estdo
disponiveis na maioria dos laboratérios, necessitando, assim, do desenvolvimento de alternativas mais
baratas.’

Neste trabalho utilizamos o método de Determinacdo de Glicidios Redutores em Lactose,

que se fundamenta na reacdo de oxidacdo de acordo com Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz e
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento.®® 1

Para determinacdo do teor de lactose presente no leite, nés pipetamos 10 mL da amostra

em um baldo volumétrico de 100 mL, adicionamos 50 mL de agua destilada, 2 mL da solucdo de
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sulfato de zinco a 30% e 2 mL da solucdo de ferrocianeto de potassio a 15%, misturando bem apéds
cada adicdo. Apds 5 minutos, completamos o volume com agua destilada e as amostras foram agitadas
e entdo filtradas em papel filtro. O filtrado, foi transferido para um frasco Erlenmeyer de 300 mL. Em
um baldo de fundo chato de 300 mL, transferimos 10 mL de cada uma das solucdes de Fehling e
adicionamos 40 mL de &gua destilada, aquecendo até a ebulicdo em chapa aquecedora. O filtrado foi
transferido para uma bureta de 25 mL para titulagdo da solugdo do baldo em ebulicdo, agitando sempre,
utilizando garra de madeira, até que esta solucdo mudou de coloracdo azul para incolor (no fundo do
baldo ficou um residuo vermelho-tijolo). Na sequéncia, aplicamos a formula para obter o resultado.

Vb, DEEXLDD

- glicidios redutores em lactose

Legenda:

0,068 = numero de g de lactose que corresponde a 10 mL da solugéo de Fehling.
v = nmero de mL da soluc¢éo da amostra, gasto na titulagéo.

L = ndmero de mL da amostra.

V = ndmero de mL da dilui¢do da amostra (100 mL).

Resultados e discussao

Na tabela 1 estdo apresentados os teores de lactose (%) obtidos a partir da analise de
glicidios redutores em lactose nas amostras de leite UHT analisadas, as quais foram declaradas como

“zero lactose” pelos fabricantes.

Tabela 1: Teores de lactose em diferentes marcas de Leites UHT “Zero Lactose”, expressos em
porcentagem (%).

MARCAS A B C D E F

TEOR DE
3,17 3,01 2,99 2,99 3,13 2,98

LACTOSE (%)
DESVIO

) 0,069 0,048 0,031 0,005 0,053 0,024
PADRAO
COEFICIENTE
DE VARIACAO 0,02 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01
(CV%)

Fonte: Autores.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estipula que os rotulos de
alimentos que contenham lactose e os que alteraram o seu teor original devem indicar a presencga da

substancia ou o teor remanescente desse carboidrato, assim sendo, consumidores tem o direito de ser

142



vol. 10 n. 2 Dez. 2019
pag. 136-146

EH@!QIO KQWJ ISSN 2178-0471

informado sobre o teor de lactose no leite ou a todo e qualquer produto que tenha, em sua composicao,
lactose assegurando aos cidaddos dados claros e precisos sobre o que ele consome.

NOs encontramos teores de lactose acima da quantidade declarada nos rétulos em todos 0s
leites analisados. Os teores detectados pelo método que utilizamos variaram em média entre 2,98 e
3,17%. O alto teor de lactose que detectamos descumpre as, Resolugdes — RDC n° 135, de 8 de
Fevereiro de 2017 e RDC n° 136, de 8 de Fevereiro de 2017 (ANVISA) que determinam que o leite
para ser considerado com zero teor de lactose tem que estar nos padrdes de igual ou menor que 100
(cem) miligramas por 100 (cem) gramas ou mililitros do alimento pronto para o consumo. A
concentragdo de lactose no leite in natura é de aproximadamente 5% (4,7 a 5,2%), porém, diversos
fornecedores de lactase industrial afirmam que se a hidrélise da lactose for realizada seguindo os
processos industrias recomendados o produto final devera apresentar 0% desse carboidrato, o que neste
trabalho se mostrou contraditdrio.

Nossos resultados sdo diferentes dos encontrados por Janior e colaboradores® que
determinaram teores de lactose em 14 amostras de leites rotulados como “baixo teor de lactose” via
PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant Analysis, Andlise discriminante por minimo quadrados
parciais) e relataram que os leites testados estavam corretamente classificados em 100% dos casos.
Ohlsson et al. 2, que quantificaram carboidratos, inclusive lactose, via cromatografia de troca anionica
(HPAEC - High performance anion-exchange chromatography with electro-chemical), também
relataram que os leites testados estavam em conformidade com seus rétulos, uma vez que 0s niveis de
lactose no leite sem lactose e nos produtos lacteos fermentados analisados estavam abaixo ou perto dos
limites de detecgdo para todos os produtos.

Todavia, Oliveira?? encontrou resultados muito semelhantes quando analisou leites “zero
lactose” através do método de Lane-Eynos para verificar se os teores estavam em conformidade com as
leis vigentes (maximo de 0,1%) e encontrou teores médios iguais a 3,14%. Gille et al.? afirmam que a
quantificacdo da lactose em produtos sem lactose requer método sensivel e é frequentemente
prejudicada por altos niveis de glicose e galactose que estdo presentes apds o tratamento com lactase.
Eles apresentaram seu estudo com método enzimatico que inclui uma etapa de deplecdo de glicose
enzimatica e permite a andlise sensivel de baixos niveis de lactose em um limite de deteccdo de 25
mg.kg™. Este método foi utilizado para medir os niveis de lactose em diferentes tipos de queijo e niveis
residuais de lactose em uma série de bebidas lacteas sem lactose. Nos resultados encontrados pelos
autores, as concentraces de lactose estavam abaixo do limite de detec¢do nos queijos curados e
altamente variaveis em queijos frescos, porém, eles detectaram teores elevados de lactose em leite “sem
lactose”.

Os resultados encontrados por estes autores e por nos sdo bastante preocupantes, uma vez

que, o publico alvo desde tipo de alimentos sdo pessoas que portam algum tipo de necessidade
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alimentar. Nascimento et al.’ revisaram uma série de artigos onde os autores determinaram teores de
lactose e outros compostos importantes na adulteracdo de produtos lacteos a fim de assegurar a
seguranca alimentar e evitar riscos para a saude dos consumidores. O trabalho de revisdo destes autores
enfocou a avaliacdo critica de abordagens analiticas para ensaio de adulteracdo de leite, as inovacdes
que abrangem o pré-tratamento da amostra e melhoraram deteccéo e processamento de dados, incluindo
ferramentas quimiométricas. E, embora este objetivo tenha sido alcancado para o ensaio de alguns
adulterantes, tais como perdxido de hidrogénio, melamina, ureia e soro, os autores concluiram que sdo
ainda necessarios procedimentos analiticos mais simples e fidveis para a determinacdo de outras
espeécies.

Como a intolerancia a lactose é um fator significativo na escolha da dieta para muitos
doentes, seu conteudo nos alimentos deve ser monitorado para evitar transtornos e doencas. Isso leva a
necessidade de desenvolver métodos simples, como polarimetria, gravimetria, infravermelho médio, pH
diferencial e monitoramento enzimatico, entre outros, O problema dos métodos de baixo custo é a
demora do resultado, porque eles exigiam preparacdo extensa de amostra. A fim de quantificar os
baixos niveis de lactose, métodos analiticos novos e mais precisos foram desenvolvidos, estes,
geralmente, exigem equipamentos como HPLC ou troca anionica de alto desempenho (HPAE-PAD)?,
como ja foi dito, tais métodos sdo caros e nao estdo disponiveis em todos os laboratérios que realizam
este tipo de analise.

Li et al.® determinaram o teor de lactose em leites por diferentes métodos, com o intuito
de verificar a eficacia dos métodos e comparar 0s teores detectados por métodos sofisticados que
utilizam equipamentos caros (via Espectroscopia Raman e via HPLC) e métodos mais baratos (método
de Lane-Eynos), que embora demandem tempo pois exigem preparo mais detalhado das amostras, sdo
métodos que ndo necessitam de reagentes e equipamentos caros. Os autores ndo encontram diferenca

nos teores detectados nos trés métodos utilizados.

Concluséao

Diante dos resultados expostos, conclui-se que as amostra dos leites analisados
apresentam resultados positivos e de alto nivel para a lactose, divergindo das indicacdes dos rétulos
“Zero Lactose”, que evidenciam uma preocupacdo na area da saude e necessitando de uma maior

atuacdo ao nivel de fiscalizacdo e melhoria no controle de qualidade.
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