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Lactose Quantification in Dairy Products by Accu-Chek’ Glucometer

Abstract: The Accu-Chek” glucose monitor was applied for lactose determination in
milk, whey and for lactose hydrolysis in skimmed milk. This equipment was effective
for determination of reducing sugars including lactose and it was possible to establish
calibration curves for lactose and galactose. Whey, whole and skimmed milks samples
were analyzed and the results were satisfactory. The presence of fat in the samples
reduced the efficiency of the sugar determination but it was not a limitation.
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Resumo

Neste trabalho empregou-se o glicosimetro Accu-Chek” para a determinacdo do teor
de lactose em leite, soro de leite e monitoracdo da hidrélise enzimatica da lactose em
leite desnatado. Este equipamento foi eficaz na determinagdo de agucares redutores,
entre eles, a lactose, sendo possivel construir curvas de calibragdo para a quantificacao
de lactose e galactose. Amostras de soro de leite, leite desnatado e leite integral foram
analisadas e os resultados obtidos foram satisfatdrios. Observou-se ainda que a
presenca de gordura nas amostras diminuiu a eficiéncia do método, mas nao
constituiu uma limitacao.
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1. Introducdo consumidos em todo o mundo, sendo
considerado o melhor alimento natural. A
composicdo média do leite de vaca varia

. . . . bastante e consideram-se as seguintes
O leite é um dos alimentos mais
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porcentagens em média: 4agua 87,2%,
gordura 3,6%, lactose 4,5%, proteina 3,0% e
sais minerais 0,7%. Os carboidratos do leite
de vaca estdo representados, na sua maior
parte, pela lactose, um dissacarideo pouco
soluvel, sintetizado pelas  glandulas
mamarias, que ajuda na absorg¢do do calcio
do fésforo.! Cada molécula de lactose é
formada por uma molécula de galactose e
por uma de glicose (Figura 1).

o

Alguns individuos possuem deficiéncia na
producdo da enzima lactase, responsavel pela
digestdo da lactose. Esta deficiéncia é

Vo

conhecida como intolerancia a lactose e pode
causar alguns sintomas como flatuléncia,
mal-estar e diarreia apds a ingestdo de certa
guantidade de leite. Dependendo do grau de
intolerancia para alguns destes individuos, é
indicado o leite com baixo teor de lactose,
obtido através da hidrdlise enzimatica deste
carboidrato.”? Os monossacarideos
resultantes de sua hidrdlise, galactose e
glicose, sdo absorvidos pelas células epiteliais
por transporte ativo, evitando os
inconvenientes de sua ma absorcdo.*

Galactose

Figura 1. Estrutura quimica da molécula de lactose

Na industria de laticinios, o teor de lactose
no leite é determinado pelo método da
Cloramina-T que envolve etapas de filtragdo e
titulagdo, baseadas em reaglbes de
oxirreducdo deste dissacarideo.  Tal
metodologia se mostra dispendiosa para as
andlises de rotina.’

A lactose, assim como a glicose, frutose e
galactose sdo acucares classificados como
redutores, pois possuem grupos capazes de
se oxidarem na presenca de agentes
oxidantes em solugbes alcalinas. Esta
propriedade é Util na analise dos agucares.®’
Por muitos anos, o contetdo de glicose no
sangue foi determinado pela medida da
quantidade do agente oxidante presente na
solucdo desse agucar para o diagndstico de
diabetes. Atualmente, para a determinagdo
de glicose no sangue s3do utilizados
glicosimetros muito mais sensiveis que
empregam enzimas e fornecem rapidamente
o teor de acticar do paciente.?

Os glicosimetros sao aparelhos destinados
a medicdo quantitativa de glicemia do
sangue, muito utilizados por individuos

portadores de diabetes. Para realizacdo do
teste de glicemia, uma gota de sangue é
aplicada sobre uma tira teste e, em poucos
segundos, o resultado do teor de glicose é
apresentado no monitor do aparelho (no qual
a tira é inserida). O principio de medicdo
utilizado pelo glicosimetro Accu-Chek” baseia-
se na conversdo da glicose da amostra pela
reacdo enzimatica da glicose desidrogenase
em presenca da coenzima pirroloquinolina
(PQQ), presentes na tira teste, a qual
converte a glicose da amostra de sangue em
gliconolactona. Esta reagdo cria uma corrente
elétrica continua interpretada como o indice
de glicemia.>*

Os objetivos deste estudo foram, a partir
da utilizagio do glicosimetro Accu-Chek’,
construir curvas de calibragdo para a lactose,
determinar sua concentra¢do no soro de leite
e no leite fluido, e verificar a influéncia do
teor de gordura na leitura do glicosimetro.
Além disso, foram obtidas as leituras de
outros agucares redutores, como a frutose,
galactose e glicose, as quais permitiram
estabelecer as caracteristicas de aplicacdo do
método.
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2. Experimental

2.1. Materiais

A enzima lactase e o soro fluido foram
fornecidas pelo |Instituto de Laticinios
Candido Tostes (ILCT). As amostras de leite
UHT integral e desnatado foram adquiridas
no comércio local.

Foi utilizado o glicosimetro Accu-Chek’ e
tiras teste (Modelo Performa, Marca Roche).
Empregou-se os reagentes de grau analitico
frutose, galactose e glicose (marca Vetec)
pertencentes ao Departamento de Quimica
da UFJF.

Os valores tomados como referéncia para
o teor de lactose nas amostras de leite e soro
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fluido foram determinados através do
método da cloramina-T pelo ILCT e pela
técnica de absorgdo no infravermelho médio
na Embrapa Gado de Leite de Juiz de Fora,
MG.ll,lZ

2.2. Construcao das curvas de calibragao
para soro fluido

Para a construgdo das curvas de
calibracao, utilizou-se o método da simulagao
de matriz.”® Inicialmente, preparou-se uma
solucdo estoque de lactose com
concentrac¢do de 20 g/L em agua destilada e,
em seguida, preparou-se padrdes contendo
soro fluido e volumes crescentes da solucao
de lactose apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Preparo da curva de calibragdo para determinagdo de lactose em soro de leite

fluido utilizando simulacdo de matriz.

Padroes Volume de Soro Fluido (uL) Volume da solugdo de lactose* (mL)
1 100 0
2 100 1
3 100 2
4 100 3
5 100 4

(*) Concentragdo de 20 g/L

As solucGes das amostras de soro fluido
adicionados de lactose (padrdes 2 — 5) e o
branco (padrdo 1) foram lidos pelo
glicosimetro apds a preparacdo das mesmas.
Para a construcdo da curva de calibragdo
utilizou-se o sinal medido pelo glicosimetro
versus a concentragdo adicionada de lactose,
empregando o programa computacional
Origin Pro (versdo 8.0).

Para compensar a influéncia do teor
original de lactose na amostra de soro
utilizada e, assim, estabelecer uma relagao

direta do sinal lido pelo glicosimetro e a
concentracdo de lactose, foi calculado,
através dos valores de referéncia obtidos
pelo método de cloramina-T, o fator de
correcdo (Fc). Assim sendo, a porcentagem
massa/volume (% m/v) de lactose foi
calculada a partir da equagdo 1.

% m/v =sinal x FD x Fc

(equagdo 1)

Sendo,
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sinal = valor lido no glicosimetro
FD = fator de diluicdo da amostra

Fc = fator de correc¢do para o glicosimetro

resposta do

2.3. Avaliagéio da
a presenga de

glicosimetro em relagao a
frutose, galactose e glicose

Inicialmente, preparam-se solugGes
estoque individuais para cada acucar
(frutose, galactose e glicose) a fim de se
obter uma concentracdo final de 20 g/L.
Posteriormente, a partir das solucdes
estoque, preparou-se solucbes padrdes de
concentracdes variadas, de acordo com a
Tabela 2.

2.4. Quantificagdo de lactose em leite
fluido integral e desnatado e em soro de
leite

Para determinagdo da influéncia do teor

Vo

de gordura na determinacdo de lactose em
leite fluido, foram feitas analises de amostras
de leite integral e desnatado. Nos dois casos,
preparou-se uma solucdo de leite a 10% (v/v)
em agua, a partir de trés distintos lotes de
leite UHT obtido no comércio, configurando
trés repeticOes para cada tipo de leite e, apds
homogeneizacdo, foram feitas as leituras no
glicosimetro, em triplicata, e os resultados
utilizados para o cdlculo da concentracdo de
lactose. A diluicdo do leite em dgua para
obtencdo de uma solucdo em 3agua com
concentracdo de 10% (v/v) justifica-se pela
concentracao esperada de lactose no leite e a
escala de leitura do glicosimetro, desta
forma, fez-se uma diluicdo de dez vezes
objetivando adequar o teor de lactose
natural do leite a escala de leitura do
equipamento. O cdlculo da porcentagem
(massa/volume) de lactose presente no leite
desnatado e no leite integral foi feito
seguindo a equagdo 1. Sendo o fator de
correcao utilizado o mesmo encontrado para
o uso do glicosimetro na andlise de soro
fluido.

Tabela 2. Procedimento de preparo das solucdes dos aglcares para leitura no glicosimetro

Agucar Padrao 1 Padrao 2 Padrao 3 Padrao 4 Padrao 5 Padrao 6
(e/1 (&/1 e/t (e/1 (&1 (e/1
Frutose 1 2 4 20 40
Agucar Padrdo 1 Padrdo 2 Padrdo 3 Padrdo 4 Padrdo 5 Padrdo 6
(&/) &/ &/ e/t (&/) (&)
Galactose 2 6 14 20 40
Acucar Padrao 1 Padrao 2 Padrao 3 Padrao 4 Padrao 5 Padrao 6
(&/) e/ &/ &/t (&/) (&)
Glicose 0,5 1 4 5 6

Os resultados obtidos para o leite integral
e desnatado foram comparados com os
resultados fornecidos pela técnica de
absorcdo no infravermelho médio. A
determinagao do teor de lactose em soro de

leite foi realizada a partir de amostras de
soro de leite coletadas no Instituto de
Laticinios Candido Tostes, provenientes da
producao industrial de queijo tipo coalho
sem adicdo de fermento lacteo em quatro
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diferentes dias de producdo, configurando 4
amostras distintas de soro de leite. As
amostras de soro imediatamente apds a
coleta foram mantidas sob refrigeracdo e
levadas ao Departamento de Quimica da
UFJF para a quantificacdo do teor de lactose
empregando-se o glicosimetro Accu-Chek.

2.5. Acompanhamento da hidrdlise
enzimatica da lactose em leite desnatado

Para o acompanhamento da hidrdlise

Campos, N. S. et al.

enzimdtica da lactose, preparou-se uma
solucdo de leite desnatado a 10% (v/v) em
dgua, a partir de leite UHT obtido no
comércio e, em seguida, realizou-se uma
leitura desta amostra no glicosimetro. No
préoximo passo, transferiram-se seis aliquotas
da solugdo de leite desnatado para diferentes
béqueres e aqueceu-se as solucdes em
banho-maria até a temperatura de
aproximadamente 38 °c. 14 Posteriormente,
adicionou-se diferentes volumes da solucao
da enzima lactase de acordo com a Tabela 3 e
ao longo da hidrélise foram feitas leituras das
amostras utilizando o glicosimetro.

Tabela 3. Volumes de amostra e enzima utilizados no processo de hidrdlise da lactose pelo

glicosimetro

Volume da solugio de leite 10%(v/v) (mL)

Volume adicionado da solu¢ao da enzima
lactase (pL)

2
5
10

2.6. Metodologias estatisticas utilizadas

Empregou-se o método dos minimos
quadrados para a constru¢do das curvas de
calibragdo para lactose em soro fluido, curvas
de calibragdo obtidas com a leitura dos
padrées de galactose e glicose no
glicosimetro, sendo  apresentadas as
equacdes de ajuste, os valores do coeficiente
de correlagdo (R) e a porcentagem dos erros
associados ao ajuste dos coeficientes
angulares e lineares ajustados pelo modelo,
tendo sido empregado o software Origin 8.0.
Objetivando comparar as leituras obtidas
empregando o glicosimetro Accu-Chek” e os
resultados obtidos pelo método de referéncia
da Cloramina T, aplicou-se o teste t de
Student com 95% de confianga para
compara¢do das médias (por amostra)
fornecidas pelo glicosimetro e pelo método
da Cloramina-T.

3. Resultados e Discussao

3.1. Construgao das curvas de calibragao
para lactose em soro fluido

A curva de calibragdo obtida em meio de
soro de leite para as andlises de soro fluido
estd apresentada na Figura 2.

Foi possivel observar uma relagdo linear
entre o sinal do glicosimetro e a
concentracdo da lactose e com isso obter a
concentracdo de lactose presente nas
amostras por meio do uso do fator de
corregao, visto que a curva foi construida no
mesmo meio daquele das amostras
(simulagdo de matriz).

Os resultados apresentados na Tabela 4
mostram a eficiéncia do glicosimetro Accu-
Chek” na determinacio de lactose em
amostras de soro, visto que os resultados
concordaram com os valores de referéncia.
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Para cada amostra, aplicou-se o teste t de
Student com 95% de confianga para
comparacdo das médias fornecidas pelo
glicosimetro e pelo método da Cloramina-T.

Pa
ob

Vo

ra as 4 amostras testadas ndao foram
servadas diferencas significativas no nivel

estudado, validando os resultados obtidos

pe

lo método proposto.*®

600

500

400

300

Sinal

200

100 4

y=a+b'x
0,99854
Valor
34,26218
65,95112

Emo
3,77351
0,79852

Intercept
Slope

4

6 8

Concentracao de lactose (g/L)

Figura 2. Curva de calibracdo para amostras de soro

Tabela 4. Concentragdo de lactose obtida nas amostras de soro fluido (n=4; replicatas
auténticas) concordantes com valores de referéncia (95% de confianga) pelo teste Cloramina -

T

Valor teste de referéncia
Cloramina T (%m/v)

Amostras de soro fluido

Concentragao de Lactose —
glicosimetro (%m/v)*

0O W™ >

D

5,25
5,57
4,96
5,20

5,41
5,66
4,80
4,98

*QOs resultados obtidos para concentragdo de lactose empregando-se o glicosimetro
apresentaram desvios inferiores a 2% para todas as amostras.

3.2. Avaliagdo da
glicosimetro em relagdao a
frutose, galactose e glicose

resposta do
presenca de

Nas concentragoes estudadas, o)
glicosimetro ndo realizou a leitura para as
solucGes de frutose, apresentando apenas o
sinal de erro. Em contrapartida, respondeu

linearmente as concentragdes de galactose e

glicose, permitindo construir as curvas
analiticas mostradas na Figura 3.
Diante dos resultados obtidos, vale

ressaltar que existe uma diferenca estrutural
entre os aglcares estudados. A frutose é uma
cetoexose (forma um anel furanosidico),

enquanto

a galactose e glicose sao
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aldoexoses (formam anéis de seis atomos
chamados de piranosidicos) e tem carater
redutor.” Logo, tanto a galactose quanto a
glicose apresentam um carbono anomérico
que pode sofrer desidrogenacgao, por meio da
enzima glicose oxidase, levando a formacao

450

400 -
350 -1
300

250

Sinal

2001

Equacao y=a+bx
R 0,99042

Valor  Emo
4 B Infercept | 81,42908
100 " B Slope | 16,60689

150

10,01911
0,81576|

T T T T
0 5 10 15 20

Concentracao de Galactose(g/L)
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de lactonas. Isso explica a
glicosimetro frente a presenca desses
aclcares e da proépria lactose, onde o
carbono anomérico da unidade de glicose
estd livre e pode sofrer a reagdo enzimatica.

resposta do

500

450

400 -

350

3004

Sinal

250 .

200 4 y=a+b'x
R 0,9973
Valoe Erro
150 4
50 B Intercept 78,76165

B Slope 94,07469
100

6,07847
2,44698

T T T T T T T T
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracgao de glicose(g/L)

Figura 3. Curvas de calibracdo obtidas com a leitura dos padrdes de galactose (esquerda) e
glicose (direita) no glicosimetro

3.3. Quantificagdo de Lactose em Leite
Desnatado e Integral

Na Tabela 5 estdo apresentados os
resultados obtidos nas andlises pelo
glicosimetro das amostras de leite desnatado
e integral e a concentracdo média de lactose
presente nas mesmas.

Tabela 5. Resultados da analise pelo glicosimetro para amostras de leite desnatado (n=3) e

integral (n = 3; replicatas auténticas)

%m/v Lactose*

Sinal analitico

Leite desnatado

Sinal analitico Leite integral

388 4,77 345 4,24

377 4,64 356 4,38

372 4,58 345 4,24
Média 4,66 + 0,09 4,29 + 0,08

*%m/ v =Sinal x FD x Fc¢

A Tabela 6 mostra uma comparacao entre
os resultados obtidos pelo método proposto
e os valores de referéncias. Aplicou-se o teste
t de Student com 95% de confianga para
compara¢do das médias fornecidas pelo
glicosimetro e pelo método da Cloramina-T.
Para as 4 amostras testadas ndo foram

observadas diferencas significativas no nivel
estudado, concordando com os valores de
referéncia. Além disso, a gordura presente no
leite integral provavelmente influenciou a
leitura da lactose pelo glicosimetro, uma vez
gue o erro relativo dos resultados fornecidos
pelo glicosimetro para o leite integral foi
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maior do que o erro obtido nas andlises de
leite desnatado. Por outro lado, este erro é
compreensivel considerando-se a
simplicidade do método e a complexidade da

Vo

matriz. O leite integral é uma emulsao e isto
tende a afetar a homogeneidade das
amostras, conferindo uma variacdo maior na
resposta instrumental.

Tabela 6. Valores médios (%m/v) de lactose nas amostras de leite desnatado e integral
pelos métodos de absorcdo em infravermelho e com o glicosimetro

Desnatado Integral
%m/v Embrapa 4,68 4,53
%m/v glicosimetro 4,66 4,29
Erro Relativo -0,4% -5,3%

3.4. Acompanhamento da hidrélise
enzimatica da lactose em leite desnatado

A Tabela 7 apresenta os teores de glicose
medidos durante a hidrdlise enzimatica da

lactose, processo no qual, com base nos
experimentos anteriores, era esperado um
aumento no sinal analitico que
correspondem a concentracdo de glicose e
galactose que se formam com a hidrdlise da
lactose.

Tabela 7. Monitoracdo do sinal de glicose durante a hidrélise da lactose por lactase em leite

desnatado

Volume de lactase adicionada

Tempo (minutos)

Sinal analitico

(L)
0 0 421+10
5 447 + 1
2 10 458 + 2
15 476 £ 6
5 573 + 25
> 10 Erro
5 Erro
10
10 Erro

Os dados da Tabela 7 mostram que no
decorrer da hidrélise enzimatica da lactose
houve um aumento do sinal fornecido pelo
glicosimetro. Mas considerando-se  os
resultados obtidos, pode-se concluir que o
glicosimetro respondeu ao aumento de
espécies redutoras que se formaram com a
“quebra” da molécula de lactose. Este fato
indica que o método proposto, apesar de se
mostrar adequado para a determinacdo de

lactose, ndo é seletivo para quantificar este
analito na presenca de glicose ou galactose.
Portanto, o método pode ser empregado
para as matrizes com baixos (ou nenhum)
teor de glicose e galactose, como o leite e
derivados lacteos diet.
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4. Conclusoes

A partir dos resultados obtidos com o uso
de um glicosimetro Accu-Chek’, em
diferentes meios (contendo lactose ou
frutose ou galactose), além da propria
glicose, concluiu-se que o mesmo é um
instrumento capaz de determinar a presenca
de acgucares redutores que possuam anéis
piranosidicos, entre eles, a lactose. Desta
forma, foi possivel construir uma curva de
calibracdo para quantificacdo deste acgucar e
determinar satisfatoriamente a concentracao
do mesmo no soro de leite e no leite bovino
(desnatado e integral). Observou-se ainda
gue a presenca de gordura reduz a eficiéncia
do método, no caso da determinacdo da
concentracdo de lactose no leite integral,
diminuindo a exatiddo da analise mas, ainda
sim, apresentando um erro aceitavel de
aproximadamente 5%.
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