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Resumo

Um método simples, preciso, exato, linear em ampla faixa de trabalho e baseado em principios da
Quimica Verde foi desenvolvido e validado para a extragido e determinagdo da lactose utilizando
cromatografia liquida com detecgdo por indice de refracdo. A lactose, no teor minimo definido pelo
MAPA (Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento), foi 0 marcador de qualidade escolhido,
por definir o preco do leite e auxiliar na detecgdo de fraudes. O leite como uma matriz de composi¢ao
complexa, rica em proteinas, lipidios, carboidratos, sais minerais e vitaminas, exige um pré-tratamento
adequado da amostra. Este trabalho visou desenvolver e validar uma metodologia que estabelecesse os
parametros e condi¢des analiticas, objetivando maximizar a porcentagem de lactose extraida do leite.
Para isso, um planejamento estatistico do tipo composto central foi aplicado, considerando o tempo de
centrifugacio, a intensidade de rotagdo e a proporgao de dilui¢do entre solvente/amostra como variaveis
independentes. Os tratamentos estatisticos permitiram determinar a condi¢do de extrag¢do otimizada,
com taxa de recupera¢iao média de 105%, onde a proporcao de etanol: leite foi de (4: 1, v/v), com rotagao
de 10.000 rpm por 37 minutos. O método proposto apresenta resolu¢do cromatografica adequada entre
a lactulose e a lactose, emprega somente dgua como fase movel e etanol no preparo da amostra, em
substituicdo a reagentes dispendiosos e solventes toxicos. Seu uso representa uma alternativa viavel e
diferenciada para a determinagdo do teor de lactose no leite pasteurizado comercial.
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Development and validation of method for extraction and quantification by HPLC
with refractive index to lactose in pasteurized milk

Abstract

A simple, precise and accurate method was developed and validated to extract and determine lactose over
a wide linear working range using liquid chromatography with refractive index detection based on the
principles of green chemistry. With its minimum level established by the MAPA (Ministry of Agriculture,
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Livestock and Food Supply of Brazil), lactose has been chosen as a quality marker to set milk prices and
facilitate fraud detection. Since milk is a complex matrix rich in proteins, lipids, carbohydrates, mineral
salts and vitamins, it requires proper sample pretreatment. The present work was aimed at developing
and validating a methodology for establishing parameters and analytical conditions in order to increase
lactose percentage extracted from milk. For this purpose, a central composite statistical design with three
independent parameters (centrifugation time, rotation intensity and solvent/sample dilution ratio) was
employed. The statistical treatments allowed finding optimum extraction conditions - average recovery
rate 105 %, ethanol: milk ratio 4:1 (v/v), and rotation 10,000 rpm for 37 min. The proposed method with
appropriate chromatographic resolution between lactulose and lactose, using water as the mobile phase,
and only ethanol for sample pretreatment, instead of expensive reagents and toxic solvents, is a distinct

and feasible alternative to determine lactose contents of pasteurized milk.
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1 Introducéo

O Brasil é um dos maiores produtores mun-
diais de leite, detendo a quarta posicdo, atras dos
Estados Unidos, India e China. O leite, dentre
as commodities agropecuarias, vem depois da
soja, cana-de-agucar e milho. A sua produgido
em 2011 alcangou 32,1 bilhoes de litros, frente
aos 27,6 bilhoes ofertados em 2008, represen-
tando uma taxa de crescimento anual de 5,3%.
Essa produtividade tem impulsionado a elevagao
do consumo, que esta em 173 litros de leite per
capita por ano!'l.

O leite é considerado o mais nobre dos ali-
mentos, como uma importante fonte nutritiva
para o ser humano, devido a sua composi¢iao
rica em proteinas, gorduras, carboidratos, sais
minerais e vitaminas'>*. Essa composi¢io pode
variar em funcdo da fisiologia, raga, estado de
saide e alimentacio dos animais®®. Todavia,
nos ultimos anos tém-se verificado alteragdes
por constantes adulteragdes, com adi¢ao de dgua
ou neutralizantes ou substdncias que ameagam
a seguranca alimentar como: melaminas, ureia,
nitrato de amonia, urina e peréxido de hidroge-

nio®l,

O Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento (MAPA), visando dar um norte
ao setor quanto a qualidade, determina valores
minimos em termos de variagdo dos componen-
tes do leite. Para a gordura e a lactose sdo exigi-
dos teores minimos de 3,0% e 4,3%, respectiva-
mente. Para o extrato seco total é requerido um
minimo de 11,5%, enquanto para o extrato seco
desengordurado o teor minimo é de 8,5%, com

quantidade minima de proteina de 3,0%*.

Nesse sentido, determinar o teor de lac-
tose, o carboidrato mais abundante no leite, é
importante, uma vez que esse aguicar contribui
para as propriedades funcionais e sensoriais do
produto; agrega valor econdmico, ja que o prego
do leite baseia-se no teor de sélidos; e é um dos
pardmetros de qualidade, que pode auxiliar na
deteccdo das fraudes. Portanto, é fundamental
para a saude publica que estudos relacionados a
métodos capazes de comprovar a autenticidade
do leite e de detectar adulteragdes pela incorpo-
racao de substincias desconhecidas sejam desen-
volvidos!..

O método oficial para a determina¢ao
de lactose em leite, o 984.15 da AOAC (The

Association of Analytical Communities) ¢
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complexo e demorado, requerendo o preparo
semanal de dois dos sete reagentes utilizados.
Envolve a hidrdlise enzimatica da lactose em gli-
cose e galactose em pH 6,6 pela B-galactosidase,
com subsequente oxidagao da -galactose, libe-
rando o acido galacturénico em pH 8,6, e redu-
¢do do dinucleétido de nicotinamida-adenina
(NAD+), catalisado pela -galactose desidroge-
nase. A concentracgdo da lactose é calculada pela
quantidade formada do NAD reduzido medida

a 340 nm®/.

Um método mais simples, rapido e preciso
empregando HPLC ¢é descrito na literatural®,
porém utiliza o detector especifico Corona char-
ged aerosol detector (CAD Thermo Scientific
Dionex, EUA), o detector eletroquimico com
amperometria pulsada® e de espalhamento de
luz evaporativo!’”, equipamento nem sempre
disponivel nos laboratérios de controle de qua-
lidade. Outra possibilidade apontada esta em
quantificar a lactose por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com indice de refracdo (HPLC-
RID)!,

Entretanto, a complexidade da matriz do
leite exige que se realize um clean-up na fase
do preparo da amostra, visando evitar danos a
coluna cromatografica. Diferentemente da litera-
tura, ao invés de se utilizar de 70% a 75% de ace-
tonitrila na fase movel'"'?, neste estudo utiliza-
-se somente agua na fase movel. Outra diferenca
¢ que se realiza a desproteinizagao etanélica em
substituicdo a precipitagdo, utilizando-se acido
acético, acetato de zinco e ferrocianeto de potas-
sio, acetato de chumbo, oxalato de sddio e hidro-
geno fosfato de sédio!"", ou ela é feita com o rea-
tivo de Carrez!™?.. O etanol foi selecionado como
pré-tratamento organossolvente por: desnatu-
rar as proteinas alterando o grau de hidratagdo

no soro do leite, ser um reagente de facil obten-
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¢do, relativamente de baixo custo, e apresentar
baixa toxicidade, preceitos fundamentais da

Quimica Verde®',

O objetivo do presente estudo foi maximi-
zar a extragao da lactose, seguindo os preceitos
da quimica limpa e planejamento fatorial, uti-
lizando o etanol como solvente no preparo das
amostras e empregando a dgua como fase movel
na cromatografia liquida de alta eficiéncia a fim

de determinar seu teor no leite pasteurizado.

2 Materiais e métodos

2.1 Materiais

Para as analises, utilizaram-se: um padrio
de lactose obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA); etanol grau p.a. (Synth, Brasil); e 4gua
ultrapura obtida através de um sistema Milli-Q®
(Millipore, Billerica, MA, EUA). As amostras
foram de leite pasteurizado, fornecidas pelo
centro mesorregional de exceléncia em tecno-
logia do leite do Norte Central da Universidade

Estadual de Londrina, Parana, Brasil.

2.2 Equipamentos

Na centrifuga¢do, empregou-se uma ultra-
centrifuga (Hitachi, Téquio, Japdo) CP 70MX
com rotor P70AT, de velocidade mdaxima
de 70.000 rpm, pertencente ao Laboratdrio
Multiusudrio LAPA da UEL.

A determina¢ao da lactose foi feita no sis-
tema cromatografico a liquido de alta eficiéncia
(Shimadzu, Quioto, Japao) composto por bomba
LC-10A, com sistema gerenciador de gradiente e
desgaseificador, e detector por indice de refragdo
RID-10A, gerenciados pelo software Class-VP.
Utilizou-se uma vélvula injetora Rheodyne 7125
com al¢a de amostragem de 20,0 uL e uma coluna
de troca cationica de Pb (II) - Aminex HPX-87P
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(300 mm x 7,8 mm, 9,0 um, Biorad, EUA), man-
tida a 80 °C. A vazao da agua, empregada como

fase mdvel, foi de 0,8 mL min".

2.3 Planejamento estatistico

Avaliou-se o efeito do tempo de centrifuga-
¢do, da intensidade da rotagdo da centrifuga e da
proporc¢ao de dilui¢ao (solvente: amostra, v/v),
seguindo um planejamento estatistico composto
central, com trés variaveis independentes e cinco
niveis de variacdo, conforme Tabela 1. Foram
realizados 16 experimentos: oito nos pontos
fatoriais (-1, +1); seis nos pontos axiais (-1,68,
+1,68); e dois no ponto central (0, 0), inteira-

mente aleatorizados.

2.4 Extragdo

Para a extragdo partiu-se de cinco mililitros
de leite pasteurizado, adicionando-se o solvente
(etanol) em diferentes propor¢oes de diluicdo
(Tabela 1), e agitando-se manualmente por cerca
de um minuto. O tubo foi levado a ultracentri-
fuga (CP 70MX) e submetido a diferentes tempos
e rotagdes (Tabela 1). O sobrenadante foi passado
por papel filtro qualitativo e por cartucho Sep-
Pak® Vac 3cc (500 mg) C18 (Waters®). Apds a
filtracao, a amostra foi levada a evaporagao com-
pleta no speed vacuum (Thermo Jouan RC10-22).
Em seguida, foi ressuspendida em 10 mililitros
de agua ultrapura e analisada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de indice
de refracdo (HPLC-RID).

Tabela 1
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2.5 Validacéo

A metodologia foi validada avaliando-se a
seletividade, precisdo (repetitividade e interme-
didria), linearidade, faixa dindmica de trabalho,
limite de detecgdo e de quantificagido e a exatidao

pelas taxas de recuperacéo.

3 Resultados e discussdo

A validagdo da metodologia foi realizada
de acordo com pardmetros e critérios de pro-
cedimentos da International Conference on

Harmonization™.

3.1 Seletividade

A seletividade foi comprovada pelo tempo
de retengdo da lactose idéntico para o padrao
externo e para as amostras e pelo aumento pro-
porcional das areas dos picos, quando efetuadas
as adi¢oes de padrao. A auséncia de resposta ana-
litica, quando injetada agua ultrapura no tempo
de retengdo da lactose, comprova que ndo houve

interferentes!"?l.

3.2 Precisdo (repetitividade)

A precisao foi determinada pela repetitivi-
dade de 10 injegdes sucessivas do padrao ana-
litico"™! de 65,0 g L' de lactose, obtendo-se um
desvio padrdo de + 0,03 e desvio padrao relativo
(DPR) de 0,80%, ja para o tempo de retengao o
desvio padrao foi de £ 0,04 e 0 DPR, de 0,51%.

Varidveis independentes e niveis de variacdo do planejamento fatorial composto central.

Niveis de variagéo

Varidaveis independentes

-1,68 -1 0 +1 +1,68
X, = Tempo de rotagéo (min) 3,12 10 20 30 36,80
X, = Rotagdo (rpm) 3.200 5.000 7.500 10.000 11.700
X, = Proporgdo da dilui¢o (mL) 0,32: 1 21 2:1 3:1 3,68: 1

Scientia Chromatographica 2013; 5(2):137-145
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3.3 Linearidade e faixa dindmica de
trabalho

As trés curvas analiticas foram levantadas
injetando-se aleatoriamente em trés dias distin-
tos a triplicata das concentragoes dos padroes de
lactose a 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0 e 65,0 g L,
escolhidas de forma a cobrir uma faixa de 50% a
150% do valor que se espera encontrar na amos-
tra de estudo!®. Essas curvas foram utilizadas
para verificagdo da: linearidade; faixa dindmica
de trabalho; limites de detec¢ao e quantificagao;
e precisdo intermedidria. O coeficiente de cor-
relacao (r) estabelecido para os seis pontos da
triplicata das trés curvas foi de 1,000, conside-
rando-se essa a faixa dindmica de trabalho, que
foi de 10,0-65,0 g L! (Figura 1a).

3.4 Limite de deteccdo e de
quantificacao

O limite de deteccido (LD) foi definido como
a concentra¢ao do analito que produziu um sinal
igual a 3s e o limite de quantifica¢do (LQ), a con-
centra¢ao do analito que produziu um sinal igual

a 10s, onde s é o desvio padrdao do ruido medido

empregando-se a dgua como o branco!"®.. Para
o método proposto, o LD para a lactose foi de
0,05gL'eolQ,de0,15gL™".

3.5 Preciséo intermedidria

A precisao intermediaria do método pro-
posto para a lactose foi considerada adequada,
uma vez que ndo houve desvios nas areas dos
padroes utilizados, o que pode ser observado
pela Figura la para as trés curvas de calibragao
feitas em trés dias distintos e pelo grafico dos
residuos (Figura 1b), que ndo apresenta tendén-
cias pela distribuicdo equitativa com baixa dis-
persao. Ja a precisao intermedidria calculada a
partir dos desvios padrao relativos de uma amos-
tra extraida e analisada em triplicata, em trés dias
diferentes, por trés analistas distintos foi de 9,5%.
Portanto, o método foi considerado preciso, uma
vez que os coeficientes de varia¢ao foram infe-
riores a 15%, valor adotado como referéncia de
acordo com a resolu¢do da ANVISAU®!,

3.6 Taxas de recuperacdo

O método de extragao e determinagdo pro-
posto demostrou-se exato, uma vez que as taxas
de recuperagio para a adi¢ao de padrao em con-

0,00005 - .
0,06 - -
[ [ ]
g s et
Z 2 0,00000
< ] " -
S 0,03 - & .. .
< 7 - ]
-0,00005 - "
0,00 T T T T T T
20 40 60 0 20 40 60
[Lactose] (g L) [Lactose] (g L)
(a) (b)
Figura 1 Curva de calibracéo para os padrées de lactose de 10,0 g L' a 65,0 g L' (N = 3) em trés dias distintos

(a); grdéfico de residuos (b).
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centragdes baixa (1,0 g L''), média (4,3 gL") e
alta (6,5gL™") foram de 104,1%, 104,6% e 106,3%,
respectivamente. Esses valores estio dentro do
intervalo de 70% a 120%, aceito pela ANVISA!®],
com desvios padrio médios de 1,1%, 1,0% e

0,35%, nas triplicatas, respectivamente.

3.7 Planejamento fatorial

Pela andlise de variancia (ANOVA), o Uinico
efeito significativo em nivel de 5% (p < 0,05)
foi de X, (Tabela 2), confirmado pelas superfi-
cies de resposta para as trés variaveis (Figura 2),
que demostram o efeito linear significativo sem
curvatura somente para a propor¢ao da diluigdo
(Figura 2b).

As variaveis independentes foram analisa-
das visando-se obter uma equagio capaz de pre-

dizer a resposta dentro de um dado intervalo.

Desenvolvimento e validacdo de método para extragdo e quantificacdo através de HPLC

Assim, somente as variaveis de maior influéncia
foram conservadas no modelo de regressao para

a extragdo de lactose (Y), dado pela Equagao 1:

Y = -2,759+0,0739X, —0,133X2 +0,4618X, +0,1165X,X, (1)

Os valores experimentais de lactose em
fun¢ao dos calculados pelo modelo preditivo
(Equagdo 1) apresentaram um bom ajuste!’”),
com coeficiente de determinacio (R*) de 0,8304,
explicando 83,04% da varidncia dos dados
(Figura 3).

A andlise da desejabilidade indicou os
pontos 6timos de extragao como sendo: tempo
(+1,68), rotacdo (+1) e dilui¢do (+1,68). O valor
tedrico predito pela Equagao 1 foi de 3,72%
(m/m) de lactose na amostra do leite pasteu-
rizado, enquanto o valor experimental foi de
3,74% (m/m).

Tabela 2 Andlise de variéincia dos pardmetros de regressdo (ANOVA).

Fatores SS df MS F p
Tempo (L) 0,07467 1 0,0746 1,2126 0,294332
Rotacao (Q) 0,21937 1 0,2193 3,5624 0,085753
Diluigéo (L) 2,91300 1 2,9130 47,305 0,000027
Tempo X Rotagdo 0,10850 1 0,1085 1,7621 0,211260
Erro 0,67737 11 0,0615
Total SS 3,99292 15

*(L): Efeito linear; (Q): Efeito quadrdtico; §S: Soma dos quadrados; df: Graus de liberdade; MS: Quadrado da média;
F: Valor calculado; p: Nivel de significancia.

Figura 2 Superficies de resposta para os efeitos de rotagdo X tempo (a), diluicdo X tempo (b) e diluicdo X

rotagéo (c).

Scientia Chromatographica 2013; 5(2):137-145
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Considerando-se o efeito linear significa-  do animal o torna mais alcalino (pH 7,3-7,5)!"\.
tivo para a diluicdo (Figura 2b) com auséncia A presenga de microrganismos e a utilizagdo de
de mdximo, novos testes em relagao ao efeito de  elevadas temperaturas no processo!'” também
quantidade de solvente foram realizados com
diferentes diluicdes (4: 1, 4,5: 1 e 5: 1 de etanol:
leite, v/v), fixando-se a rotagdo e o tempo nas

nao sdo capazes de converter a lactose em seus

monossacarideos — galactose e glicose, hidrdlise

essa que ocorre somente no trato intestinal?*?!],

condi¢oes Otimas da analise de desejabilidade. _ ) 0
pela agdo da enzima lactase!'”.. Por outro lado,

Os valores de lactose encontrados foram de

4,12% (m/m), 4,02% (m/m) e 3,71% (m/m), res-

pectivamente. Nota-se um abaixamento na por-

durante severos tratamentos térmicos ocorre a
produgdo de um epimero - a lactulose (4-O-f-d-

centagem de lactose, atribuida a saturagao, ja que galactopiranosil-d-frutose)®, formada a partir

a solubilidade da lactose em etanol 80% a 25°C ¢  da lactose (4-O-f-d-galactopiranosil-d-glicose)
de 0,054 g/100 g de solvente!'®l. pelo rearranjo de Lobry de Bruyn-Alberda van

A lactose apresenta alta estabilidade no leite Ekenstein'?, ou pela isomerizagdo alcalina'®*!.

nio sofrendo degradacio em condi¢des normais ~ Portanto, elevados teores de lactulose indicam
(pH 6,6-6,8) ou em consequéncia da mastite, uso excessivo de temperatura no processo“z].
quando a inflamagdo das glandulas mamdrias ~ Em leite pasteurizado, a concentragio de lactu-

lose é de cerca de 0,3 g L'>'*%], observada no

3.8 . . . . . . . . . cromatograma da amostra, no tempo de reten-
3,6 ¢do de 6,9 minutos, em baixa concentra¢io em
» 3’4 ~ \ . / A .
g 35 relacao a lactose (Figura 4b). Ja a auséncia de
T 30 degrada¢do da lactose como exposto, embora
22,8 -
g 2.6 com coeluicao para a lactose e galactose, pode
= 2,4 ser comprovada pelo pico da glicose que aparece
2,2 . .
20 no cromatograma da mistura de padrdes inje-

1’8 1 I I 1 I I I 1
1,8 2,0 2,2 24 2,6 2,8 3,0 3,2 3,4 3,6 3,8

Valores experimentais

tada (Figura 4c), enquanto ndo é detectado na
amostra (Figura 4b). Portanto, o aparecimento

Figura 3 Correlacdo dos valores experimentais com de picos adicionais indica forte indicio de fraude,

os previstos pelo modelo. que se recomenda seja investigada.
Gie 2 0.08 2 0.040 3
0.16 @ 0.07 @ 0035 @
0.14 0.06 0.030
. 0.12 5 005 0.025
S 010 S 0.04 £ 0.020
> 008 2
0.03 0.015
0.06 4
0.04 0.02 0.010
0.02 0.01 1 0.005
0.00 0.00 0.000
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Minutos Minutos Minutos

Figura 4 Cromatograma do padréo de lactose 5,0% (m/v) (a); leite pasteurizado integral comercial com
extracdo realizada utilizando leite: etanol (4: 1, v/v), em 10.000 rpm, por 37 minutos (b); padréo de lactose
1,5%, galactose 0,25% e glicose 0,25% (m/v) (c); pico (1) lactulose, (2) lactose, (3) lactose e galactose, (4)
glicose.
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4 Conclusoes

O planejamento fatorial composto central
propiciou encontrar as condi¢des otimizadas de
maxima extragdo da lactose para o leite pasteu-
rizado, empregando o etanol como diluente de
pré-tratamento, permitindo sua quantificacdo
utilizando agua como fase mével no sistema cro-

matografico.

O método desenvolvido e validado para
determinagdo da lactose empregando cromato-
grafia liquida com indice de refra¢ao mostrou-se
adequado por ser preciso, linear em uma ampla
faixa dinamica, seletivo, especifico e exato, com

recuperagdo dentro dos limites aceitaveis.
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