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Resumo. Um método confiavel e sensivel de cromatografialiquida de alta eficiéncia acopladaa
espectrometria de massas em série (CLAE-EM/EM) foi desenvolvido e validado para
determinacdo de lactose em amostras comerciais de leite em pd zero lactose, utilizando a
sacarose como padrao interno. O procedimento de preparo das amostras envolveu somente a
diluig¢do das amostras de leite em p6 no solvente acetonitrila/formiato deamoénio (70:30,v/v),
utilizando agitacdo em vortex parahomogeneizacdo e centrifuga para separacao. No estudo de
seletividade, foi verificado o efeito de matriz para o método, através do teste ¢ para inclinagio
das curvas, sendo necessario a utilizagdo de curva por adi¢do padrao para a determinagdo da
fracdo massica de lactose. O método foi linear (r > 0,99) e homocedastico (aprovado pelo teste
de Cochran), dentro da faixa de trabalho (0,1 — 0,8 pg/g). O limite de detecgao foide 130 png/ge
o limite de quantificacdo foi de 390 pg/g para a amostra em sua forma original, atendendo a
legislagdo brasileira que estabelece o limite permitido de lactose em produtos classificados como
isento de lactose. A recuperagdo variou na faixa entre 97 % e 100 % e a repetibilidade (RSD <
3,7%) foram adequadas para todos os dias de estudo. A precisdo intermediaria também foi
satisfatoria, comprovada pelo teste de varidncia. Os dados de LQ, recuperagdo e precisdo
confirmam a aplicabilidade do método proposto para a quantificagdo da lactose residual.

1. Introducao
Leite e produtos lacteos tém sido empregados na dieta humana devido & composi¢do em macro e
micronutrientes, como as suas proteinas de alta qualidade e o calcio. O leite ¢ um dos seis produtos mais
importantes da agropecudria brasileira, estando a frente inclusive do café e suco de laranja [1]. Como
parte do seu pacote rico em nutrientes, a lactose ¢ o componente majoritario ¢ o mais importante
carboidrato e fonte de energia na maioria dos leites de mamiferos, com grande importancia na dieta
humana desde a origem da humanidade, sendo um dissacarideo composto por dois monossacarideos:
galactose e glicose, conectados por umaligagdo B-1,4 glicosidica. Essa ligacdo precisa de uma enzima
especifica para ser quebrada, chamada de lactase ou [-galactosidase, para a subsequente absor¢do dos
monossacarideos pelo intestino [2].

Intolerancia a lactose € a incapacidade de digerir a lactose, que é resultado da deficiéncia ou auséncia
de uma enzima intestinal lactase [2]. Cerca de 75% da populagdo mundial adulta tem algum grau de
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intolerancia a lactose, podendo estar fortemente relacionada a etnia. Os sintomas mais comuns sdo
nauseas, dores abdominais, diarreia, flatuléncia, vomitos e desconforto. A intolerancia a lactose nao ¢é
uma doenca e sim uma caréncia do organismo, que pode ser controlada com dieta e medicamentos.
Alguns alimentos devem ser evitados em dietas com restrigdo a esse carboidrato, como leite de vaca,
manteiga, requeijao e alimentos que possuem leite em sua composicao [3]. Porém, a exclusdo total
desses alimentos da dieta tem as desvantagens nutricionais da ingestdo reduzida de calcio e vitaminas,
podendo acarretar outras doencas [4]. Uma alternativa para que esses alimentos possam ser ingeridos, ¢
a utilizagdo de um medicamento que contenha a enzima lactase, onde ela fara o papel da enzima em
deficiéncia no corpo. Outra opg¢do seria ingerir alimentos para dietas com restri¢do a lactose [5].

Os alimentos para uma dieta com restri¢do a lactose podem ser classificados em duas categorias,
segundo a RDC n°135, de 08 de fevereiro de 2017, os “isentos de lactose” e os “baixo teor de lactose”.
Os alimentos, para serem classificados como isento de lactose, precisam conter uma quantidade de
lactose igual ou menora 100 mg/100g ou 100 mg/100mL do alimento pronto para o consumo, de acordo
com as instrugdes de preparo do fabricante. Ja para os alimentos de baixo teor de lactose, essa quantidade
seria maior que 100 mg/100g ou 100 mg/100mL e igual ou menor do que 1 g/100g ou 1 g/100mL do
alimento pronto para o consumo, de acordo com as instrugdes de preparo do fabricante [6].

Diversas técnicas para determinagdo de lactose vém sendo reportadas ha anos na literatura. As mais
citadas sdo a titulacdo, cromatografia i6nica, cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta
eficiéncia por deteccdo de indice de refracdo, ultravioleta e espectrometria de massas, ensaios
enzimaticos, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), crioscopia ¢ biossensores de lactose [7]. A
escolha de métodos analiticos confidveis de alta seletividade e sensibilidade ¢ essencial para o
desenvolvimento de um material de referéncia certificado (MRC), para que possam ser utilizados nas
etapas de estudo da homogeneidade, estabilidade e caracterizagdo. O MRC ¢ uma das ferramentas
metrologicas estabelecidas pela ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 para garantir a validade dos
resultados [8]. Devido a importancia dos materiais de referéncia, sua produ¢do ¢ uma atividade chave
para a melhoriae manutengdo de um sistema de medig@o coerente em todo o mundo [9]. Com esse tipo
de material produzido e disponivel no mercado, laboratérios de controle de qualidade terdo acesso a
ferramentas metroldgicas adequadas para garantira validade técnicae, portanto, a confiabilidade destes
resultados. Com isso, assegura a confiabilidade das informacdes de rotulagem de laticinios considerando
a alta ingestdo diaria de leite ¢ a populagdo intolerante a lactose.

A norma ABNT NBR ISO 17034:2017 estabelece que o produtor de material de referéncia (PMR)
deve selecionar uma estratégia adequada para caracterizagdo de um MRC, considerando-se o uso
pretendido para este material. Esta norma sugere as seguintes abordagens para caracterizagdo: (a)
medicdo da propriedade de interesse a ser certificada por meio de um unico procedimento de medi¢ao
de referéncia por um unico laboratorio; (b) medi¢do da propriedade de interesse a ser certificada por
meio de dois ou mais procedimentos de medi¢ao independentes com exatiddo demonstrada por um ou
mais laboratdrios competentes; e (¢) transferéncia de valor de um MRC estreitamente semelhante usando
um unico procedimento de medi¢do por um laboratério [10].

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um espectrometro de massas € uma técnica que
possibilita a identificacdo inequivoca e na quantificacdo altamente sensivel de produtos naturais em
concentracdes de rastreamento em matrizes complexas, como as lacteas [11]. A dilui¢do isotdpica
utilizando um isotopologo é melhor padrio interno para ser utilizado com esse método, fazendo com
que ele seja um método primério [12]. Essa técnica pode ser aplicada na quantificagdo de lactose com
alta seletividade e sensibilidade, podendo ser empregada na etapa de caracterizagdo da produgdo de um
MRC. Empregando essa mesma técnica cromatografica, mas utilizando um padrio interno comum,
também seria uma técnica de alta sensibilidade, que poderia ser utilizada nas etapas de estudo de
homogeneidade e estabilidade da produgdo de um MRC.

Este trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de um método analitico para a quantificagdo de
lactose em leite em po, utilizando a técnica de CLAE-EM/EM com utiliza¢do do padrao interno (PI)
sacarose, para ser empregado nas etapas dos estudos de homogeneidade ¢ estabilidade de um lote
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candidato a MRC. O desenvolvimento desta técnica analitica ¢ uma peca-chave para o estudo de
viabilidade da produc¢do do MRC de interesse.

2. Materiais e Métodos

Para o desenvolvimento do estudo da viabilidade da produ¢do do MRC e da metodologia a ser
empregada nas etapas de homogeneidade e estabilidade, foi escolhida a matriz leite em po zero lactose
comercial como candidato ao MRC, por se tratar de uma amostra que ja atenda o nivel desejado do
analito e por se tratar de um produto com validade mais adequada para o uso pretendido.

Foram adquiridos um leite em pd zero lactose e dois compostos lacteos zero lactose (cuja o
ingrediente majoritario € leite em po), para a realizagdo dos estudos preliminares, onde serd definido o
mais apropriado a ser utilizado na produ¢@o do lote. Os estudos consistiram em analisar a presenca de
interferentes quimicos presentes nas matrizes que possam interferir na determinagao da fragdo massica
de lactose.

2.1. Reagentes e padroes

Aguatipo I obtida pelo sistema Milli-Q modelo Gradient A10 (Millipore). Foram utilizados os reagentes
acetonitrila grau CLAE com pureza 99,9 % (Biograde), formiato de amo6nio grau PA com pureza 97,0
% (Spectrum), maltose grau PA com pureza 92,0 % (Spectrum), glicose grau CG com pureza 98,0 %
(TCI), frutose grau CLAE com pureza 99,0 % (TCI) e sacarose grau CG com pureza 99,5 % (Sigma-
Aldrich), utilizada como padrao interno. O padrao de lactose (Chem Service) onde sua fragdo massica €
de (99,21 + 0,49) g/100g (U; k = 2,00), cuja pureza foi determinada no Inmetro,

2.2. Equipamentos e materiais

Todas as solugdes, amostras e curvas analiticas foram preparadas gravimetricamente utilizando as
balancas analiticas modelo XS205 DualRange (Mettler Toledo) e XP205 (Mettler Toledo), de resolucao
de 0,00001 g.

Foram utilizados um Vortex modelo MS 3 Digital (IKA) e uma centrifuga refrigerada, modelo NT 815
(Nova Técnica). As analises cromatograficas foram realizadas utilizando Cromatégrafo a Liquido de
Alta Eficiéncia, modelo Acquity UPLC I-CLASS, acoplado ao Espectrometro de Massas em série,
modelo Xevo-TQ (Waters). A coluna utilizada no sistema cromatografica foi a XBridge HILIC 3,5 pm
4,6x150 mm (Waters).

2.3. Materiais

Frascos de vidro de 10 mL de capacidade, seringas plésticas com 5 mL de volume, filtros de seringa
PVDF (Filter Pro) com 13 mm de didmetro e poro de tamanho 0,22 pm e vials ambar com capacidade
de 1,5 mL para andlise cromatogréafica.

2.4. Ajustes dos pardmetros analiticos

Para a adequacdo do método de espectrometro de massas, solucdes de lactose e sacarose de fracdo
massica de 1000 pg/g foram introduzidas no equipamento através de infusdo direta e para a
determinacdo das melhores condigdes cromatograficas para o método proposto, foram injetadas no
sistema de CLAE-EM/EM solugdes de w = 100 pug/g dos mesmos agticares, ambos parametros analiticos
de partida foram baseados nas informagdes encontradas na literatura [13].

Um experimento preliminar para verificar os tempos de retencgdo de outros aglicares em conjunto com a
lactose e sacarose foi conduzido a fim de determinar se ha alguma sobreposi¢do de seus picos. Foram
preparadas solucdes de maltose, glicose e frutose w = 100 pg/g de cada um dos agtlicares e uma solugéo
da misturade todos eles, obtendo-se uma fracdo massica final de 100 pg/g para cada um dos agticares.
Essas solugdes foram injetadas no sistema cromatografico e os sinais gerados foram analisados.

2.5. Preparo das amostras
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O preparo das amostras foi adaptado de um artigo da literatura [14] e consiste em reconstituir os produtos
em po de acordo com as instrugdes do fabricante, na propor¢ao de 0,25 g de amostrapara 1,75 g de dgua
do tipo I e homogeneiza-los em vortex por 30 s a 3000 rpm. Entdo ¢ adicionado o padrdo interno de
sacarose e, quando necessario, o padrao de lactose. Em seguida, a massa da solugdo é completada para
10 g com a adi¢gdo do solvente acetonitrila:formiato de aménio 5 mM (70:30). A solugdo ¢
homogeneizada em vortex por 30 s a 3000 rpm e, em seguida, é centrifugada por 10 min a 4000 rpm.
Uma aliquota de 0,05 g do sobrenadante ¢ retirada e diluida para 5 g utilizando solvente. Mais uma vez
a solugfo é homogeneizada em vortex por 30 s a 3000 rpm e filtradas em filtro de seringa PVDF, onde
1,5 mL do filtrado ¢ transferido para um vial &mbar, para que a amostra possa ser injetada no sistema
cromatografico. Os cromatogramas obtidos para as amostras foram comparados ao cromatograma do
padrdo de lactose, a fim de observar se houve umaboa separa¢do desse analito para a amostra. Também
houve a comparagdo com o cromatograma da sacarose, para verificar se haveria interferentes na amostra
para esse tempo de retencdo.

2.6. Preparo das curvas analiticas

A partir de solugodes de lactose e sacarose w = 150 ug/g foram preparados solugdes-padrdes variando a
fragdo massica da lactose (0,05;0,1; 0,2; 0,4; 0,6 ¢ 0,8 ug/g) e mantendo constante a fragdo massica da
sacarose (0,4 pg/g), utilizada como padrdo interno, para a constru¢do de uma curva analitica em
solvente. A curva analitica em matriz também foi preparada utilizando as solugdes de lactose e sacarose
w = 150 pg/g, que foram adicionadas na primeira etapa do preparo da amostra, de acordo com o item
2.5. As fragdes massicas finais dos padrdes, apds extracdo e diluicdo, sdo as mesmas da curva em
solvente. Os picos obtidos nos cromatogramas foram integrados e areas obtidas utilizadas para construir
a equagdo da curva.

A curva de adigdo padrdo foi preparada utilizando apenas 5 pontos, onde cada curva ¢ utilizada para a
determinacdo da fracdo massica de lactose de apenas uma amostra. As solugdes empregadas para o
preparo dessa curva foram lactose w = 500 pg/g e sacarose w = 1000 pg/g, sendo essas adicionadas na
etapa inicial do preparo da amostra. As fra¢cdes massicas finais desses padrdes sdo 0,1; 0,2; 0,4; 0,6 e
0,8 pg/g para a lactose e 0,4 ug/g para a sacarose. Os picos obtidos nos cromatogramas foram integrados
e areas obtidas utilizadas para construir a equagdo da curva.

2.7. Avaliagdo dos pardmetros de validagdo

A avaliagdo do nivel de desempenho do procedimento de medigao de lactose foi conduzida por meio do
processo de validagdo observando-se as orientagdes do documento DOQ-Cgcre-008 do INMETRO [15]
e do Manual de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA [16]. A definig¢ao dos critérios de aceitacdo
foi realizada de forma que o procedimento de medi¢do apresentasse um nivel de desempenho adequado
para ser empregado nos estudos conduzidos dentro do escopo do estudo de viabilidade.

2.7.1. Seletividade. Foi avaliado pelo estudo de efeito de matriz, onde foram preparadas as duas curvas
analiticas, uma em solvente (curval) e outrana matriz leite em p6 zero lactose (curva II) com seis niveis
de fragdes massicas, preparados em triplicatas verdadeiras. Os resultados das curvas foram comparados
através do teste t para inclinagdes das curvas.

2.7.2. Faixa de trabalho e linearidade. Foi avaliada por meio da curva por adi¢do padrdo. O primeiro
fator avaliado para essa curva foi a verificacdo da existéncia de valores aberrantes que possam interferir
na regressao, utilizando o teste de Grubbs (Gealc < Gub em 5%, ndo possui valores aberrantes). Também
foi verificado a homocedasticidade da distribuigdo dos dados, utilizando o teste de Cochran (Ceae < Ciab
em 5%, os dados sdo homocedasticos). Aplicou-se a regressdo linear adequada e calculou-se o
coeficiente de correlagdo (r > 0,99).
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2.7.3. Limite de quantificacdo (LQ) e limite de detec¢do (LD). O LD e LQ foram estimados através da
relacdo sinal/ruido da amostra sem adigdo de padrdo (branco), que foi analisado em oito replicatas de
injecdo. A fragdo massica de lactose referente a um sinal/ruido 3:1 ¢ o LD e um sinal/ruido de 10:1 ¢ o
LQ. Os valores obtidos para esses limites devem ser compativeis com a legislacdo brasileira para
produtos zero lactose.

2.7.4. Tendéncia. Foi avaliada por meio do estudo de recuperacdo analitica, onde foram preparadas
amostras de leite em p6 zero lactose fortificadas em diferentes niveis de fragdes massicas, 0,2 ug/g, 0,4
ug/g e 0,6 ug/g. Para cada nivel, foram preparadas trés amostras independentes e cada uma destas foi
injetada em triplicata no sistema cromatografico. Uma amostra sem adi¢do do padrao de lactose também
foi preparada e injetada em triplicata no sistema cromatografico, para ser utilizada como branco. Os
critérios de aceitagdo de recuperacdo analitica média para cada nivel de fortificagdo estabelecidos pela
AOAC, que sdo sugeridos pelo documento orientativo do INMETRO [9], sdo de 95 % a 105 %, para
valores de fragdo massica do analito proximos de 0,1 ug/g.

2.7.5. Precisdo. Este pardmetro foi avaliado em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria. A
repetibilidade foi avaliada por meio da anélise da amostra em replicata, onde foram preparadas trés
curvas de adigdo padrdo com cinco pontos e cada ponto foi injetado em triplicata. O critério de aceitagdo
para desvio-padrao relativo das fracdes madssicas obtidas estabelecido pela AOAC, que sdo sugeridos
pelo documento orientativo do INMETRO [9], é ser menor ou igual a 3,7%, para valores de fragdo
massica do analito proximos de 0,1 pg/g.

A precisdo intermediaria foi avaliada comparando os resultados de amostras analisadas em dois dias
distintos, usando as mesmas condic¢des de analise. Foi realizada a analise de varidancia (ANOVA) para
comparagao dos resultados entre os dois dias distintos de estudo, onde se (Fcalculado< Feritico) demonstra
que ndo héa diferencga significativa entre os resultados.

3. Resultados e discussoes

3.1. Ajuste dos pardmetros analiticos.

A analise por espectrometria de massas foi realizada por ionizacdo por eletronebulizagdo (electrospray)
operando no modo negativo (ESI-). Os pardmetros ajustados foram: energia do capilar: 2,5 kV; energia
do cone de amostragem: 20 V; energia do cone de extragdo: 3 V; temperatura da fonte: 150 °C;
temperatura de dessolvatagao: 350 °C; fluxo do gas de dessolvatacdo: 800 L/h; fluxo do géas do cone: 20
L/h.

Foram monitorados alguns fragmentos da lactose e sacarose na forma de adutos com acido féormico, m/z
= 387.,4 (lactose) e m/z = 387,2 (sacarose). O monitoramento de reagdes multiplas (MRM) para as
transigoes e as energias de colisdo para quantificagdo foram m/z = 387,4 > 161,4 (12 V) para a lactose ¢
m/z =387,2>341,2 (12 V) para a sacarose. Ja para a confirmagao, as transi¢des e as energias de colisdo
foram m/z = 387,4 > 179,4 (15 V) para a lactose e m/z = 387,2>179,2 (20 V).

Com os parametros do espectrometro de massas ajustados, a proxima etapa foi ajustar os parametros
cromatograficos, onde as melhores condi¢des obtidas foram: fase movel (B) acetonitrila/ (A) formiato
de amonio 5 mM; modo de eluigdo: isocratico (15 % A / 85 % B); temperatura da coluna: 30 °C; volume
de injecdo: 10 pL, fluxo: 0,8 ml/min; tempo de corrida: 8 min.

A partir das condigdes do CLAE-EM/EM definidas, solu¢des de diferentes padroes de agucares foram
injetadas no sistema cromatografico a fim de determinar o tempo de retencgao para cada um deles. Os
cromatogramas obtidos no monitoramento do ion m/z = 179 (modo Single lon Recording (SIR)) para a
glicose e frutose, do ion m/z = 161 para maltose e lactose e do ion m/z = 341 para sacarose estdo
apresentados na figura 1(A). Todos os aglicares aparecem em tempos de retencdo diferentes, com o
grupo dos monossacarideos (frutose e glicose) aparecendo na regido entre 3,6 e 3,8 minutos € o grupo
dos dissacarideos (maltose, sacarose e lactose) na regido entre4,7 e 5,3 minutos. Pode-se perceber que
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parte dos picos da frutose e glicose se sobrepdem e os mesmo acontece com os picos da maltose e
sacarose. Contudo, o pico da lactose esta bem separado dos demais agucares, inclusive com uma boa
separa¢do do pico da sacarose.

Ao analisar o cromatograma desses aguicares em uma unica solugao, apresentado na figura 1(B), que foi
monitorado no modo SIR, para os ions totais, pode-se perceber que o perfil cromatografico se manteve
em relagdo ao experimento anterior. Sendo assim, as condigbes ajustadas para o sistema de CLAE-
EM/EM sao eficientes para detectar o sinal da lactose frente a outros compostos de fung¢ao similar como
os acgucares estudados. Além disso, como os picos da lactose e da sacarose estdo bem definidos e
separados, a sacarose pode ser candidata a padrdo interno para o método proposto.

Glicose 100 ppm MRM ||| Mix 100 ppm b

250 300 350 400 450 5,00 550 T 250 200 asa 400 450 500 550 61

Figura 1. Analises dos actcares frutose, glicose, maltose, sacarose e lactose, respectivamente,
onde: (A) cromatogramas sobrepostos de cada uma das solugdes separadas; (B) mistura dos
agluicares em uma Uinica amostra.

3.2. Preparo das amostras
Os cromatogramas obtidos para as trés amostras que estdo sendo estudadas, foram comparados com os
cromatogramas das solugdes de lactose e sacarose de w = 100 pg/g, utilizando o modo MRM para
monitorar as transi¢des utilizadas para quantificagdo da lactose m/z = 387,4 > 161,4 e da sacarose m/z =
387,2 > 341,2. O leite em po6 foi a matriz que apresentou um pico de menor intensidade para lactose e
ndo apresentou interferentes no tempo de retengdo da sacarose, sendo um possivel candidato a ser
empregado na produ¢do do MRC. Além disso, houve umaboa separagdo dos analitos de interesse para
essa amostra, demonstrando que esse preparo de amostra ¢ adequado para o uso pretendido.

2 MRM o
387.1> 3411 (perda o

Lactose 100 pg/g \
Amostra diluida 100 vezes ‘
Amostra diluida 500 vezes

Amostra diluida 1000 vezes

® 2 Sacarose 100 ug/g
Amostra diluida 100 vezes
Amostra diluida 500 vezes

Figura 2. Cromatograma da amostra de leite em p6 zero lactose comparado com os
cromatogramas de lactose e de sacarose.

3.3. Avaliagdo dos parametros analiticos

3.3.1. Seletividade. Foram plotados os graficos para as curvas analiticas em solvente ¢ em matriz, com
os dados obtidos dos experimentos para o efeito de matriz. Em seguida, o modelo de regressao linear
simples foi aplicado e os coeficientes da equagdo de reta, coeficiente linear (a) e coeficiente angular (b),
foram obtidos usando o método dos minimos quadrados ordinario.
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Para avaliagdo do efeito de matriz, as inclinagdes das curvas de calibragdo foram comparadas por meio
do teste t de comparagdo de inclinagdes, com nivel de confianca de 95 %. O tcalculado (16,32) foi maior
taitico (2,04), comprovando que hé efeito de matriz significante nas condi¢des avaliadas. Como foi
verificado a presenca de efeito de matriz para o método proposto, a linearidade, a precisdo e a exatidao
também serdo estudadas na matriz.

3.3.2. Faixa de trabalho e linearidade. Como néo temos disponivel uma matriz sem a presenca do
analito de interesse, pois todos as amostras estudadas até o momento apresentaram pico no tempo de
reten¢do da lactose, foi necessario realizar os demais experimentos utilizando a curva por adi¢do de
padrdo. A faixa de trabalho selecionada foi de 0,1 a 0,8 pg/g de fragdo massica para a lactose, onde a
fragdo massica do padrio interno de sacarose foi fixada em 0,4 pg/g.

Primeiramente, foi avaliado a existéncia de valores aberrantes que pudessem interferir na regressao,
utilizando o teste de Grubbs em 5 % e ndo houve valores aberrantes. A homocedasticidade da variancia
ao longo da curva foi avaliada por meio da aplicag¢do do teste de Cochran, considerando-se um nivel de
confianca de 95 %. Neste teste, o valor calculado (Cealculado = 0,652) foi menor do que o valor critico
(Ceritico = 0,684), demonstrando que a curva apresenta um perfil homocedastico.

Considerando-se entdo que a curva de calibracdo construida apresenta um perfil homocedastico, o
modelo de regressdo linear simples foi aplicado e os coeficientes da equacgdo da reta foram obtidos pelo
método dos minimos quadrados ordinario. A curva analitica apresentou um coeficiente de determinagéo
(r?) de 0,9929, que indicou boa aderéncia dos dados ao modelo linear, o que foi reiterado por um grafico
de residuos livre de tendéncias, como demonstrado na figura 3.

Curva de adicdo padrao Residuos
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Figura 3. Curva de adigdo padrdo para determinacao de lactose e seu grafico de residuos.

3.3.3. Limite de detec¢do (LD) e limite de quantificagdo (LQ). Foi entdo determinado o sinal/ruido
referente a lactose em todos os cromatogramas obtidos da replicatas da amostra em branco ¢ foi
calculada a média aritmética desses valores, que foi de 30,1. Baseado no sinal/ ruido de 1:10, o LQ da
CLAE ¢ o primeiro ponto da curva, ou seja, 0,1 pg/g. Ja para o LD, o valor obtido foi de 0,03 pg/g,
equivalente a um sinal/ruido de 1:3. Considerando as dilui¢cdes do método, o0 LQ na amostra de leite em
p6 ¢é de 130 pg/g e o LQ € de 390 pg/g. Esses valores atendem ao limite de lactose determinado pela
RDC N°135, de 08 de fevereiro de 2017, que classifica um produto como isento de lactose aquele que
apresente uma quantidade de lactose igual ou menora 1000 pg/g. Sendo assim, os valores de LD e LQ
encontrados sdo adequados ao uso pretendido.

3.3.4. Tendéncia. A curva analitica para o estudo da tendéncia foi construida com os dados da curva
empregada no estudo de linearidade, no item 3.3.2. Como ndo temos uma amostra isenta de lactose, foi
considerado que a area referente a essa amostra seria o branco. Assim, a area referente a lactose do
branco foi descontada da area da lactose obtida para a curva. A partir dessa curva analitica foram
determinadas as fracdes massicas das amostras. Com esses valores obtidos, foi calculado a recuperacao
para cada nivel de fortificagdo, segunda a equacgéo (1).
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(C,-Cy) |

Recuperacio (%) = C
3

100 (1

Onde: Ci = concentracdo lida do analito na amostra fortificada; C> = concentragdo do analito lida na
amostra nao fortificada; C3 = concentragdo do analito adicionado a amostra.

Os valores percentuais de recuperacdo analitica médios encontrados variaram entre 97 % e 100 % nos
estudos de recuperacao, estando dentro da faixa de aceitagdo de 95 % a 105 % estabelecida. Desta forma,
os valores médios de recuperagdo analitica obtidos nos diferentes niveis de fortificacdo foram
considerados como sendo satisfatorios, demonstrando que o procedimento de medi¢do proposto nao
apresenta tendéncia e, portanto, ¢ adequado para aplicagdo nos estudos do lote de material candidato a
MRC.

3.3.5. Precisdo. Para a determinacdo da fracdo massica de lactose nas amostras analisadas, foi utilizada
a curva por adicdo padrdo do estudo da linearidade, no item 3.3.2. Por se tratar de uma curva de adi¢ao
padrdo, ela foi plotada invertendo as coordenadas x e y, para simplificar significativamente a analise de
dados, como proposto na literatura [17]. A fracdo massica de lactose para as amostras em sua forma
original, ou seja, em pd, foi calculada de acordo com a equagéo (2).

WL = - b- Wpad ’ Ppad (2)

Onde: wL = fragdo massica da lactose (mensurando); b = coeficiente linear da curva analitica; Wpad =
fragdo massica da solu¢do padrdo; Ppad = pureza do padrao.

Os resultados de medicdo obtidos para as replicatas foram testados para valores aberrantes através de
teste de Grubbs, onde foi encontrado um par de valores aberrantes no segundo dia de anélise. Apo6s o
descarte do par de valores aberrantes, os valores finais foram utilizados para o calculo do desvio-padrao
relativo a repetibilidade para cada dia de analise, conforme mostrado na tabela 1. A analise de variancia
(ANOVA) de fator inico também foi empregada para a comparagdo estatisticaentre os diferentes dias
de analise, empregando o teste F, apresentado na tabela 1.

Tabela 1. Dados da curva de adi¢do padrdo para determinagdo de lactose e seu grafico de residuos.

Dia 1 Dia 2
Fracdo massica (ug/g) DPR (%) Fracdo massica (ng/g) DPR (%)

1313,1 1359,6

1248,3 1344,6

1348,0 - 0,5

3,5

1352,8 -

1401,0 13424

1339,6 1342,2

ANOVA (o= 0,05) Fealcutado (0,264) < Faritco (5,318)
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Os valores de DPR (%) obtidos em ambos os dias de andlise foram considerados como sendo
satisfatorios (menores que 3,7%) e o procedimento proposto se mostrou adequado para aplicagdo nos
estudos preliminares para avaliagdo da homogeneidade e estabilidade nas condi¢des de transporte do
lote candidato a MRC.

Para a avaliag@o da precisdo intermediaria foi aplicado o teste de variancia ANOVA de fator tinico, para
a comparacdo dos resultados entre os dias estudados. Como 0 Fcatculado foi menor do que o Feritico, € aceita
a hipotese de que as variancias entre os dois dias de analise sdo estatisticamente iguais, comprovando a
boa estabilidade do procedimento de medigao.

4. Conclusio
O método CLAE-EM/EM utilizando a sacarose como padrido interno foi aplicado com sucesso na
quantificacdo de lactose em amostras comerciais de leite em pd zero lactose.

Os parametros de validagdo confirmaram a aplicabilidade do método proposto, onde a seletividade,
linearidade, precisdo e recuperagdo foram satisfatorias. A calibracdo por adi¢do de padrdo mostrou-se
adequada para compensar o efeito de matriz observado. O LQ de 390 pg/g permite a quantificagdo de
lactose residual em matriz classificadas como isentas de lactose pela RDC n°135, de 08 de fevereiro de
2017.

Este método entdo esta adequado a ser empregado com seguranga nas etapas de homogeneidade e
estabilidade no estudo de viabilidade da produgdo de um MRC de baixo teor de lactose em leite em po.
Portanto, a validagdo desse método pode servir como base para o desenvolvimento de um outro método
de CLAE-EM/EM com diluigdo isotopica, um método primario, que poderia ser empregado na etapa de
caracterizagdo do MRC. Como este método utilizaum padrao isotdpico, que € extremamente mais caro
que um padrdo comum, o ajuste do método com o padrdo de sacarose pode pular diversas etapas de
desenvolvimento, diminuindo os gastos com o padrao isotdpico.
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