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IDENTIFICACAO DE LACTULOSE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA
(CCD)
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RESUMO: O soro de leite € o subproduto principal da inddstria de laticinios. Em funcio de seu
elevado poder poluente e da dificuldade de sua eliminagdo, pesquisas tém sido desenvolvidas,
buscando alternativas para o aproveitamento dos componentes do soro, principalmente, a lactose.
Presente no soro a lactose pode sofrer uma reacio de isomerizagdo em meio alcalino sendo convertida
em lactulose, utilizando o 4cido bdrico como catalisador da reacdo. A lactulose € um dissacarideo
constituido de galactose e frutose, € um agucar sintético obtido da lactose. Este trabalho teve como
objetivo identificar lactulose quanto a sua presenga ou auséncia no xarope de lactulose. As andlises
para determinag@o de lactulose foram realizadas por cromatografia em camada delgada (CCD), e as
amostras foram obtidas apds purificacdo do xarope em colunas cromatogréficas (coluna de troca
16nica e exclusdo molecular). Os resultados apresentaram que a cromatografia em camada delgada
permitiu a identificacdo das fragdes de lactulose.
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INTRODUCAO

Com a expansdo do consumo mundial de leite, queijos e derivados nos dltimos anos, a
producdo de soro, um dos principais subprodutos da indistria de laticinios, aumentou
consideravelmente. Em funcio de seu elevado valor nutritivo da sua importincia comercial, diversos
estudos tém sido realizados para a separagdo e recuperagdo de proteinas, lactose, vitaminas e sais
minerais presentes no soro (Carminatti, 2001).

O soro do leite é rico em lactose, composta por glicose e galactose, estando o grupo aldeido da
galactose unido ao grupo C-4 da glicose mediante uma ligacdo B-1-4- glicosidica (Walstra et al.,
2001). Apesar de ser o sdlido mais abundante no soro, a lactose € pouco utilizada na industria
alimenticia em virtude de seu baixo poder adogante e de sua baixa solubilidade. A lactose pode ser
isomerizada a lactulose, em meio alcalino, com auxilio de um catalisador (Ramos, 2010).

A lactulose (galactose e frutose) é um acucar sintético que ndo ocorre naturalmente e é
sintetizada, por meio da lactose por isomerizacdo da glicose a frutose. Atualmente é utilizada em
produtos farmacéuticos, nutracéuticos e na indudstria de alimentos pelos beneficios oferecidos a satide
humana (Aider & Halleux, 2007).

Entre os métodos de andlises as técnicas cromatograficas ocupam um lugar de destaque na
quimica e bioquimica em razdo da eficiéncia e facilidade na separacdo, identificacdo e quantificagdo
das espécies quimicas presentes em uma amostra, mesmo que constituida de misturas complexas.

A cromatografia, em sua forma mais simples, ¢ meramente uma técnica de separacdo, usada
para separar fisicamente uma mistura de dois ou mais compostos quimicos. Definindo melhor, a
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cromatografia é entdo um processo de separagdo baseado nas diferentes afinidades de duas ou mais
substancias com algum material estaciondrio.

A cromatografia em camada delgada (CCD) é um modo de cromatografia do tipo adsor¢do e
sua fase moével € o material usado para impulsionar a amostra a ser separada (o soluto) sobre a fase
estaciondria, enquanto que sua fase estaciondria pode ser um material sélido altamente polar com o
qual as moléculas de diferentes polaridades serdo adsorvidas.

O objetivo do trabalho foi viabilizar a produc¢do de lactulose com o do soro de ricota, e a
identificacdo de lactulose por cromatografia em camada delgada (CCD).

MATERIAL E METODOS
Processo de producao do xarope de lactulose
Obtencao do soro de ricota

O soro, proveniente da fabricagdo de queijo Minas Frescal, foi obtido do Laticinios Verde
Campo, localizado na cidade de Lavras, MG. Apds a precipitagdo do soro doce, proveniente da
elaboragdo de queijo Minas Frescal, foi obtido o soro de ricota, conforme a tecnologia de fabricacdo
especificada por Furtado & Lourengo Neto (1994).

Soro de ricota

A fabricagdo da ricota foi efetuada na planta piloto do laticinios localizada no Departamento
de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras-MG.

Reacdo de isomerizacao da lactose

A lactose, presente no soro de leite concentrado foi isomerizada a lactulose por meio de uma
reacdo catalisada por borato de sédio, razdo molar de 1:1 (lactose/borato) em pH 11. O borato de sédio
facilita a reagdo com o minino de reacdes secunddrias, resultando em um alto rendimento de lactulose,
por deslocar a reacdo no sentido do produto mediante a formacdo de um complexo com a lactulose
(Dendene et al., 1994; Zokaee et al., 2002; Saron, 2003).

As operagdes que foram realizadas, para a isomerizagdo da lactose (soro de ricota) para
producdo do xarope de lactulose, foram baseadas no trabalho de Hicks et al. (1984); Saron (2003) e
adaptadas em funcio do soro de leite proveniente da fabricagdo da ricota.

Cromatografia em camada delgada

A técnica consiste em aplicar uma camada fina do adsorvente finamente pulverizado
(geralmente silica ou 6xido de aluminio, as vezes adicionados de material fluorescente a luz
ultravioleta) sobre uma placa lisa e plana (vidro ou aluminio). Alguns microlitros de solugdo da
amostra a ser examinada sdo aplicados préximos a uma das bordas da placa, e a mesma imersa alguns
milimetros em um eluente mantido em recipiente fechado. O eluente, por for¢a da capilaridade,
percorre a fase fixa em movimento ascendente, carreando consigo os componentes da amostra. Os
compostos ascendem a diferentes alturas dependendo de suas estruturas moleculares.

Andrews (1996) cita a cromatografia de camada delgada, como alternativa para a detec¢do de
lactulose. A caracterizagdo das fragdes obtidas, por meio da separacdo em coluna foi feita com base na
cromatografia de camada delgada (CCD). Nesta técnica, utilizou-se silica gel 60 F»5425 (Merck) como
fase estaciondria, suportada em aluminio e fase mével constituida de dgua destilada (45 mL), acetato
de etila (10 mL) e isopropanol (55 mL).

As amostras obtidas da separagdo em colunas (troca idnica e exclusdo molecular) foram
identificadas por cromatografia em camada delgada.

Foram utilizados como reveladores difenilamina (0,5 g), anilina (1 mL), 4cido ortofosférico (5
mL) que foram diluidos em 50 mL de acetona (Walkley & Tilman, 1977). As placas de CCD foram
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reveladas em estufa entre 100 — 105 °C, até o aparecimento de manchas caracteristicas, que foram
melhor visualizadas em cdmara com luz ultravioleta, com base no trabalho de Saron (2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras obtidas, por meio da separacdo em coluna cromatogréfica, foram identificadas
quanto a presenca ou auséncia de lactulose em placas de cromatografia em camada delgada. Por causa
de conveniéncia e rapidez, usou-se a técnica de CCD para: estabelecer se dois compostos sdo
idénticos, verificar a pureza de um composto, determinar o nimero de componentes em uma mistura,
determinar o solvente apropriado para separagdo em uma coluna cromatografica, monitorar a
separa¢do de uma mistura em uma coluna cromatografica ou acompanhar o progresso de uma reacao.
Observa-se na Figura 1 uma placa de CCD em que foram aplicadas diferentes concentracdes de padrio
de lactulose (grau cromatografico) e também, amostras obtidas da eluicdo da coluna cromatografica. A
amostra apresentou-se idéntica ao padrio aplicado na placa, somente um componente foi determinado
(lactulose). A fase movel e os reveladores mostraram-se eficientes, permitindo a identificacdo das
fragdes de lactulose.

Saron (2003) identificou fracdes de lactulose, obtidas da separacio em coluna
cromatografica em placas de CCD e encontrou presenca de lactulose nas fracdes.

FIGURA 1 Identificagdo das fracdes de lactulose em placas de CCD. P;. P,; P;. P, — padrdo de

lactulose; 1, 2, 3, 4 — presenga de lactulose nas fragdes.

CONCLUSAO

A cromatografia de troca idnica e a de exclusdo molecular mostraram eficiéncia no processo
de separacdo do catalisador da reagdo; acido bérico; além de purificar a lactulose. A cromatografia em
camada delgada permitiu a identificac¢@o das fragdes de lactulose.
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