Metrologia

DESARROLLO Y VALIDACION DE METODOLOGIA ANALITICA
PARA LA DETERMINACION DEL CONTENIDO DE LACTOSA EN
QUESOS DESLACTOSADOS

L. N. Gallello @, P. F. Sanchez @, F. F. Raco ®

lgallello@inti.gob.ar

(MDto. Red de Laboratorios Lacteos-DT Metrologia Quimica-SOMCel-GOMyC — INTI.

Palabras Clave: Lactosa; Validacion; Quesos; HPLC.

INTRODUCCION

La lactosa es un disacarido presente en la
leche de los mamiferos y en alimentos o
derivados lacteos, que puede generar
intolerancias digestivas en algunos individuos.
Como respuesta, hace unos afios la industria
ha impulsado el posicionamento en el mercado
de productos bajos, reducidos y/o libres de
lactosa. En el afio 2021, la Secretaria de
Calidad en Salud y Secretaria de Alimentos,
Bioquimica y Desarrollo Regional establecieron
una resolucion conjunta [1] para clasificar a los
lacteos diminuidos en lactosa como: Bajos < 5
%, Reducidos < 30 % y Libres < 100 mg,
generando la necesidad del desarrollo de
métodos analiticos capaces de cuantificar
lactosa en estos niveles. En el presente trabajo
se descibe un método de analisis por HPLC-
RID con un limite de -cuantificacion (LQ)
alcanzado de 0,05 g lactosa/100 g de producto.

OBJETIVOS

Desarrollar una metodologia analitica sensible
por HPLC-RID como alternativa de los métodos
fisicoquimicos comuUnmente utilizados para
estimar la concentracién de lactosa y, de este
modo, brindar respuesta a las necesidades de
la industria y asegurar la salud de la poblacion.

DESARROLLO

Se pesaron 10 g representativos de diferentes
muestras de queso deslactosado, previamente
rallado, en un vaso de precipitados de 250 mly
se fortificaron con solucién patron de lactosa de
concentracién conocida. Se agregaron 80 ml de
agua destilada y se llevdo a un pH de 4,6,
manteniendo agitacion magnética por 20 min.
El precipitado fue separado por centrifugacion a
5000 rpm por 5 min. El sobrenadante se paso a
un matraz aforado y se llevo a 100 ml con agua

destilada. Se tomaron 5 ml con pipeta aforada y
se llevaron a un tubo falcon de 15 ml donde se
mezclaron con 5 ml de acetonitrilo. La mezcla
se centrifugd a 5000 rpm por 5 min. Dicha
soluciébn se lavé con hexano, centrifugé
nuevamente y se filtr6 por filtro de jeringa de
PVDF de 0,45 pm previo a su inyeccion en el
HPLC-RID.

Las soluciones de calibracién y los extractos de
las muestras fueron inyectados (60 pl) en un
HPLC-RID Shimadzu RID-20A, equipado con
una columna Agilent Zorbax NH2 (250 mm x
4,6 mm, 5 um) termostatizada a 30 °C. La fase
movil aplicada fue una mezcla 65 % acetonitrilo
y 35 % agua en flujo isocrético. Para la
deteccion se utiliz6 un detector de indice de
refraccion de polaridad positiva a 30 °C.

Figura 1: Cromatografo liquido con detector de indice de
refraccion (HPLC-RID) Shimadzu RID-20A.
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Figura 2: Cromatograma de una solucion de calibracion de
lactosa de concetracion 1 mg/ml.

RESULTADOS

Se siguieron los lineamientos de la guia
Eurachem[2] para la validacion de Ila
metodologia propuesta. Se evalud linealidad,
limite de deteccién (LD), limite de cuantifiacion,
precision intermedia, repetibilidad, sesgo
(recuperacion), selectividad e incertidumbre del
método. Para la precisiéon intermedia y la
repetibilidad se fortificaron muestras blanco en
4 niveles: 0,05; 0,1; 0,5 y 1 g lactosa/100 g
producto, el ensayo fue llevado a cabo por
triplicado (n=3). Los desvios estandar relativos
porcentuales (RSD%) obtenidos para los
niveles fueron < 13 %. El LD obtenido fue de
0,01 g/100 g producto. Para la estimacién de la
incertidumbre se consideraron las
contribuciones de la precision intermedia y la
incertidumbre en la estimacién del sesgo
siguiendo los lineamientos de las guias
NordTest y GUMI3].
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Recuperacion (Sesgo)

n=2 n=2 n=2

cc (g lactosa/100 g producto) 0,05 0,1 0,5

% Recuperado promedio 79,4 | 742 | 755

Linealidad
cc (mg/ml) | RSD% (CV%) | Regresidn lineal R?
0,013 1,47
0,026 0,52
0,050 0,62
0,126 1,59 y=1E+06x-2232,3 | 0,9999
0,250 0,05
0,503 1,04
1,007 0,10

Tabla 1: Resultados de validacién
(Regresion Lineal, factor R?).

Precisién intermedia

n=3 n=3 | n=3 | n=3

cc (g lactosa/100 g

producto) 0,05 0.1

0,5 1

RSD% 12,81 | 1,83 | 1,50 | 2,24

Tabla 2: Resultados de Precision intermedia (desvio
estandar relativo porcentual evaluando
triplicados de anélisis).

Tabla 3: Resultados de Recuperacion (promedio de cada
nivel por duplicado).
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Figura 3: Gréfico de prueba de linealidad con los 7 niveles
evaluados, regesion lineal y factor R2.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La metodologia result6 adecuada para
confirmar la presencia de lactosa segun las
recientes exigencias reglamentarias. Esta
nueva gama de productos deslactosados y/o
reducidos en lactosa exigen el desarrollo de
nuevas metodologias analiticas con la exactitud
adecuada para controlarlos y velar por la salud
de los consumidores. Por otro lado, disponer de
métodos adecuados, es un paso previo
necesario para avanzar en la produccion de
materiales de referencia de lactosa en
productos deslactosados que ayuden a los
laboratorios de andlisis de alimentos a ofrecer
resultados cada vez mas exactos y asi mejorar
sus técnicas analiticas, lo que les permitira
ajustarse a las nuevas exigencias del mercado
y la regulacién vigente.
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