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Resumo  
A intolerância à lactose é um distúrbio que atinge grande parte da população. Diante 
disso, é indispensável o uso de métodos confiáveis para detecção e quantificação de 
lactose em leite e seus derivados. Por esta razão, este estudo visa adaptar o método 
do ácido 3,5-dinitrosalicílico (ADNS) para quantificar lactose em leite e queijo fino tipo 
Brie, e aplicar o método validado na determinação de lactose durante a vida de 
prateleira do queijo. Para isso, primeiramente um método alternativo do ADNS foi 
validado seguindo os parâmetros de validação (linearidade, precisão, exatidão, limites 
de detecção e quantificação) determinados segundo diretrizes da RDC N° 166, de 24 
de julho de 2017 da ANVISA. Após validação, o método foi utilizado para determinar 
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o teor de lactose no queijo tipo Brie em quatro períodos, nos tempos 1, 8, 20 e 33 dias 
de vida de prateleira. Os teores de recuperação 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 possível evidenciar a redução no teor de lactose do 
queijo Brie, conforme a vida de prateleira. 
 
Palavras-chave: Ácido 3,5-dinitrosalicílico. Brie. Parâmetros de validação 
 
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 Nº166, 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. Introdução  

O leite bovino, fluido complexo que contém água, lipídios, proteínas, 
carboidratos e sais minerais, é considerado um alimento importante para a saúde, 
sendo a lactose seu principal carboidrato, representando de 4% a 6% de sua 
composição. Este carboidrato é um dissacarídeo, que para ser digerido e absorvido, 
necessita de plena atividade da enzima lactase (SILVA, 2017). No entanto, 
aproximadamente 75% da população mundial é intolerante à lactose (BRANCO et al., 
2017), que é caracterizada pela incapacidade de metabolizar esta biomolécula devido 
a deficiência da enzima lactase (OLIVEIRA, 2009). 

Devido ao elevado percentual de Intolerantes à Lactose (IL), há um aumento 
nas pesquisas para proporcionar ao mercado produtos lácteos com baixo teor ou sem 
esse carboidrato, dentre os produtos demandados pela população, destacam-se os 
queijos (DANTAS, 2019). Para que um queijo, exceto de longa maturação, seja 
comercializado com a alegação de baixo teor de lactose, o mesmo deve conter até 
1% de lactose, e para declarar no rótulo isento de lactose, 0,1% é o máximo que se 
pode conter em sua composição (ANVISA, 2017). 

De acordo com o Manual de Métodos de Análises do MAPA de 2022, as 
metodologias oficiais para determinação do teor de lactose são IDF 214 – ISO 
26462:2010 para leite fluido e IDF 198 - ISO 22662:2007 para leite e outros produtos 
lácteos, exceto queijo em pó e soro de leite em pó. A IDF 214 utiliza o método 
enzimático por diferença de pH para a medição do teor de lactose. Já a IDF 198 
emprega a cromatografia líquida de alta eficiência. 
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As análises cromatográficas e enzimáticas demandam de equipamentos e 
reagentes sofisticados, bem como elevado custo de análise (SILVA et. Al., 2020). 
Portanto, há necessidade no desenvolvimento de técnicas alternativas acessíveis 
para avaliar o teor de lactose em leite e queijos. Neste contexto, o método do ácido 
3,5-dinitrosalicílico (ADNS) é promissor para determinação de lactose, pois a molécula 
de lactose contém açúcar redutor (SILVA et. Al., 2020) e o reagente ADNS, um 
composto amarelo que pode ser reduzido por açúcares redutores a um composto 
colorido avermelhado (VASCONCELOS; PINTO; ARAGÃO, 2013), com absorção 
máxima na região do visível em comprimento de onda 546 nm (GONÇALVES et al., 
2010). No entanto, para garantir a reprodutibilidade e exatidão do método é necessária 
validação do mesmo nas diferentes matrizes, pois cada alimento necessita de preparo 
de amostra diferente para remoção dos interferentes (BARROS, 2002). 

Portanto, o objetivo do trabalho foi validar o método do ácido 3,5-dinitrosalicílico 
(ADNS) para quantificar lactose em leite e queijos fino tipo Brie, e aplicar o método 
validado na determinação 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 validação do método foi realizada em leite integral e queijo fino tipo Brie. O 
leite e queijo foram fornecidos pelo Projeto de Pesquisa, Desenvolvimento & Inovação 
em Queijos Finos – Biopark Educação. O padrão de lactose foi adquirido do êxodo 
científico e as análises realizadas nos laboratórios da Faculdade Biopark – Biopark 
Educação, em Toledo, Paraná. 
 
2.1 Preparo das amostras 
 

2.1.1 Leite  
A amostra de leite foi preparada retirando uma alíquota de 1 mL do leite e 

diluindo em 5 mL de água destilada. Após, a amostra foi submetida ao processo de 
clarificação, para isso foi adicionado 1 mL de Carrez 1 e 1 mL de Carrez 2, a solução 
foi centrifugada e o sobrenadante transferido para balão volumétrico de 50 mL, 
completado o volume com água destilada. A amostra obtida foi utilizada para 
determinação de lactose. 
 

2.1.2 Queijo 
As amostras de queijo foram trituradas para redução do tamanho de partículas 

e pesados 5 g. Em seguida, forma adicionados 10 mL de água destilada e mantido 
em banho maria à 50 °C por 30 minutos. Logo após, a amostra foi submetida ao 
processo de clarificação com 3 mL de Carrez 1 e 3 mL de Carrez 2, centrifugada e 
filtrada para balão de 50 mL e no final completado o volume com água destilada. A 
amostra obtida foi utilizada para determinação de lactose. 

 
2.2 Determinação de lactose com 3,5-dinitrosalicílico 

A quantificação do teor de lactose nas amostras de leite e queijo foi realizada 
adicionando amostras em tubos de ensaio, seguido da adição de ácido clorídrico (HCl) 
2M, hidróxido de sódio (NaOH) 2M e o reagente de 3,5-dinitrosalicílico e mantido em 
banho à 100 °C por 5 min. Após, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5 
min e adicionado 3 mL de água destilada. Os tubos foram agitados e realizada leitura 
em espectrofotômetro em comprimento de onda 546 nm (MILLER, 1959). Para 
quantificação do teor de lactose, uma curva padrão com diferentes concentrações de 
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lactose foi construída, conforme descrito no item linearidade de validação do método, 
e a partir da equação da reta, o teor de lactose foi calculado em mg de lactose por mL 
para leite ou em g para queijo. 

 
 

2.3 Parâmetros de validação do método ADNS 
 

2.3.1 Limites de detecção 
Para determinar a menor concentração de lactose presente na amostra que 

poderá ser detectado pelo método, o limite de detecção (L.D) foi avaliado conforme 
ANVISA (2017). Após a obtenção da equação da reta, o limite de detecção foi 
calculado conforme equação 1.  

 
𝐿𝐷 = !.!	×%

&'
                                                                   (1) 

 
Sendo que: IC é a inclinação da curva de calibração e 𝜎 é o desvio padrão. 
 
2.3.2 Limite de quantificação 
O limite de quantificação (LQ), a menor concentração de lactose que poderá 

ser quantificada na amostra, será definida utilizando a inclinação da curva de 
calibração (ANVISA, 2017), e o cálculo será baseado na equação 2. 

 
𝐿𝑄 = ()×%

&'
                                                                       (2) 

 
Sendo que: IC é a inclinação da curva de calibração e 𝜎 é o desvio padrão. 
 
2.3.3 Linearidade 
A linearidade do método foi avaliada através da construção da curva de 

calibração com padrão de lactose em concentrações crescentes (0,2   0,8 mg/mL). 
Através dos valores de absorbância obtidos, foi construído um gráfico de 
concentração (mg/mL) versus absorbância, utilizando-se como critério de aceitação 
um coeficiente de correlação maior ou igual a 0,990 de acordo com a ANVISA (2017). 
A partir dessa curva de calibração, foi calculado o coeficiente angular da reta e o seu 
ponto de intersecção no eixo y. 

 
2.3.4 Precisão 
A precisão do método foi avaliada através do desvio padrão da análise em 

triplicata das determinações do teor de lactose em amostras com concentração 
conhecida de lactose em leite (10 mg/mL) e queijo (2 mg/g).  

 
2.3.5 Exatidão 
A determinação da exatidão foi realizada com ensaios de recuperação. Para 

isso, foi realizada a extração e quantificação, em que foi realizada fortificando a 
amostra com 10 mg de lactose padrão. O percentual de recuperação foi expresso pela 
relação entre a concentração média determinada experimentalmente e a 
concentração teórica correspondente (ANVISA, 2017), calculado conforme equação 
3. 

 
𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜	(%) = *+,*-,./0çã+	3é560	-78-/63-,.09	

*+,*-,./0çã+	.-ó/6*0
× 100                                   (3) 
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2.4 Aplicação do Método  
Com os parâmetros definidos na validação do método, o mesmo foi aplicado 

para avaliar o teor de lactose do queijo tipo Brie em quatro períodos 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 Análise dos dados 

Os teores de lactose durante a maturação do queijo foram submetidos à análise 
de variância (ANOVA), com nível de significância de 5%, seguido do teste t-Student, 
utilizando Microsoft Excel. Os dados foram expressos como média ± desvio padrão.  
 
3. Resultados e Discussão  

3.1 Validação do método 
A curva analítica foi elaborada a partir das concentrações crescentes do padrão 

de lactose (Figura 1), obtendo equação da reta y= 7,5702x + 0,0223. Já o coeficiente 
de correlação encontrado foi de 0,9935, o qual foi obtido calculando a raiz quadrada 
do coeficiente de determinação (R2), cumprindo assim as recomendações da RDC 
166, que recomenda um coeficiente de correlação igual ou maior que 0,990. (ANVISA, 
2017).  

 
Figura 1 - Curva analítica de Lactose 

 
 
 Fonte: Os autores, 2023 
 
Em relação aos limites de detecção (LD) e quantificação (LQ), o método 

apresentou LD e LQ de 0,0004 mg/mL e 0,001 mg/mL, respectivamente, estes valores 
são importantes, pois limites baixos permitem quantificar concentrações baixas do 
analito de interesse na amostra analisada. Método utilizando HPLC com detecção de 
índice de refração apresentou maiores LD (0,04 mg/mL) e LQ (0,12 mg/mL) (JAKŠIĆ 
et. al., 2022). 

Em relação a exatidão do método, os resultados de recuperação para leite 
variaram de 95 à 113% com média de 103% e para o queijo tipo Brie de 62 à 73% 
com média de 68%. De acordo com a Anvisa, os resultados de exatidão para a faixa 
de trabalho, podem variar entre 80% a 120% (ANVISA, 2017). Portanto, o método 
para determinação de lactose em leite é adequado e para o queijo as recuperações 
foram baixas. 
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Conforme Simião et al. (2018), em seu estudo de recuperação de lactose em 
queijos (minas, mussarela, prato e parmesão), realizado por cromatografia líquida de 
alta eficiência (CLAE), obteve resultados de recuperação de lactose entre 89% e 
105%. Já o método validado por Adhikari et al. (1991), avaliou a recuperação de 
açúcares redutores por espectrofotometria com reagente de ácido dinitrossalicílico 
(DNS) e os valores de recuperação ficaram entre 97% a 101%.  

A diferença entre os dois métodos mencionados é que a CLAE separa a lactose 
e outros carboidratos, os quais são identificados e quantificados com um detector de 
índice de refração (ACQUARO JÚNIOR et al., 2013). Já o método 
espectrofotométrico, ADNS, composto amarelo, pode ser reduzido por açúcares 
redutores a um composto colorido avermelhado (VASCONCELOS; PINTO; ARAGÃO, 
2013), com absorção máxima na região do visível em comprimento de onda 540 nm 
(GONÇALVES et al., 2010).   

Os valores de recuperação de lactose em queijos podem variar amplamente 
dependendo do método de análise utilizado, pois cada método tem uma abrangência 
diferente em relação a detecção da quantidade de lactose na amostra, isso ocorre, 
pois, algumas técnicas são pouco eficientes (SILVA, 2020). O teor de lactose também 
pode mudar em relação ao tipo de queijo (ABIQ, 2022), bem como o tempo de 
prateleira que o queijo pode permanecer, ocorrendo modificações bioquímicas que 
impactam diretamente na quantidade de lactose no queijo (FOX, 2004). 

A repetibilidade representa a concordância entre os resultados de medições 
sucessivas de uma mesma amostra (RIBANI, 2004). Os valores de coeficiente de 
variação foram 11,9% para leite e 8,8% para queijo, pode-se verificar que a 
repetibilidade é satisfatória, e o desvio padrão relativo obtido está de acordo com a 
homogeneidade de diferentes amostras. Ou seja, é inferior para amostras sólidas 
(queijo) do que líquidas (leite).  

 
3.2 Teor de lactose em leite e queijo tipo Brie  

O leite utilizado para a produção do queijo apresentou 18,82 mg/mL de lactose, 
representando 1,9%. A lactose é o principal carboidrato do leite representando em 4% 
a 6% de sua composição, sendo um açúcar 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 são mais elevados.  

No momento inicial de maturação do queijo tipo Brie, foi identificado um teor de 
lactose de 2,45 mg/g ou 0,245 g/100g. O queijo tipo Brie após a sua produção 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 fabricação do queijo é definida como o primeiro dia após o tempo de 
maturação. No entanto, durante a vida de prateleira continua o processo de 
maturação, que promovem alterações na composição 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 variação em teor de lactose entre 0,0-7,5% (PEREIRA, 
2020). Conforme estudo Gille et al. (2018) as concentrações 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 período de 33 dias, de acordo com o processo do queijo, a 
redução de lactose deve ocorrer durante a vida de prateleira (DICKEL, JUNKES, 
2017). Diante disso, foi possível constatar que ocorreu uma redução crescente de 
lactose durante a vida de prateleira do queijo, sendo ao final de 33 dias essa redução 
de 80% (Figura 2).   

 
Figura 2 - Teor de lactose no queijo tipo Brie durante a maturação 

 
              Fonte: os autores, 2023 
 
A redução de lactose é ocasionada pelo processo de transformação e 

fermentação do carboidrato em ácido lático (LOURENÇO NETO, 2013). O processo 
de fermentação da lactose em ácido láctico durante a produção de queijo é conhecido 
como fermentação láctica. Nesse processo, as bactérias láticas presentes no leite, 
como as espécies de Lactococcus e Streptococcus, consomem a lactose e a 
convertem em ácido láctico (LIMA et al., 2009). 

Desta forma, os produtos que passam pelo processo de fermentação, são mais 
aceitos para quem tem intolerância à lactose, devido seu processo de produção, 
reduzindo aproximadamente de 25% a 50% da presença desse carboidrato (BORGES 
et al., 2010).  

Conforme Carroccio et al. (2019), que avaliou o consumo de queijo maturados 
em homens adultos com autodiagnóstico de intolerância à lactose, os resultados 
mostraram que o consumo de queijo não causou sintomas de intolerância à lactose. 
Já para Facioni et al., (2020), que realizou revisão dos vários aspectos da intolerância 
à lactose, incluindo o consumo de queijo, destacaram que alguns tipos de queijos 
podem ser bem tolerados, devido à menor quantidade de lactose residual. 

 
4. Conclusão  

O método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (ADNS) mostrou-se satisfatório e 
adequado para a quantificação da lactose em amostras de leite e queijo. Esse método 
permite uma análise precisa e confiável dos teores de lactose presentes nos produtos 
lácteos. 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 
intolerância à lactose podem realizar o consumo de queijos tipo Brie. Com isso, não é 
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necessário o desenvolvimento de linhas de produtos "zero lactose" para o queijo tipo 
Brie, pois a maturação do queijo promove a redução deste carboidrato. 
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