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RESUMO

A determinagio da fosfatase alcalina (ALP) residual é usada na industria de laticinios hd mais de 60
anos para verificar a eficiéncia da pasteurizagio. Estudos sobre a atividade dessa enzima em manteiga sdo
escassos no Brasil, cuja avaliagdo é obrigatoria somente para leite pasteurizado. Avaliou-se a sensibilidade
do teste rapido de Scharer, modalidades visual e espectrofotométrica, para efetuar a analise da atividade
da ALP em manteiga em comparagao com a técnica fluorimétrica, cujo limite estabelecido pela Food and
Drugs Administration (FDA) ¢ de 350,0 mU/kg de produto. As amostras de manteigas foram preparadas
com creme pasteurizado e adicionando-se quantidades de 0,000%; 0,010%; 0,015%; 0,025%; 0,050% e
0,100% (v/v) de creme cru. Pelo teste rapido de Scharer visual foi possivel detectar a atividade residual da
enzima a partir de concentracées de 0,050% de creme cru. Sua sensibilidade néo foi condizente com a do
meétodo fluorimétrico, que detectou valores médios de 348,9 mU/kg no produto fabricado com 0,015% de
creme cru. A técnica espectrofotométrica demonstrou maior sensibilidade, com detec¢io de creme cru na
concentragao de 0,015%, correspondente ao limite estabelecido pela FDA. Modificagdes técnicas no teste
rdpido de Scharer sdo necessarias para melhorar a sensibilidade analitica do ensaio.

Palavras-chave. manteiga, tratamento térmico, fosfatase alcalina, metodologias.

ABSTRACT

Determination of residual alkaline phosphatase (ALP) has been used in the dairying industries for
evaluating the efficiency of pasteurization. This study aimed at assessing the sensitivity of Scharer rapid
test, both visual and spectrophotometric techniques for determining the activity of ALP in butter, in
comparison to the fluorimetric assay, being 350.0 mU enzyme/kg of product the limit established by
the Food and Drug Administration (FDA). Butters were made from pasteurized cream and amounts of
0.000%; 0.010%; 0.015%; 0.025%; 0.050% and 0.100% (v/v) of raw cream were added into. By using visual
Scharer rapid technique, the enzyme residual activity was detected starting at concentrations of 0.050% of
raw cream. This sensitivity was not consistent with that found in fluorimetric methodology, which showed
value of 348.9 mU/kg in a manufactured product containing 0.015% raw cream. The spectrophotometric
technique showed high sensitivity, detecting raw cream concentration of 0.015%, corresponding to the
limit established by FDA. Modifications should be done for improving the analytical sensitivity of the
Scharer rapid test.

Keywords. butter, thermal treatment, alkaline phosphatase, methodologies.
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INTRODUCAO

Pasteurizar o leite ou o creme de leite consiste
em destruir, pelo emprego conveniente do calor, a quase
totalidade da microbiota banal e toda a microbiota
patogénica, quando esta existir, modificando, contudo, o
menos possivel a estrutura fisica e o equilibrio quimico
do produto, assim como sua constituicio e os seus
elementos bioquimicos’.

A fosfatase alcalina (ALP, EC 3.1.3.1) é uma
enzima naturalmente presente no leite. Sua concentrac¢ao
pode variar de acordo com a raca do animal,
alimentagao, periodo de lactagao, produtividade e ao
longo das estagdes do ano. Por ser a ALP inativada
na pasteurizagdo eficiente do leite ou creme de leite,
a determinacdo de seus niveis residuais é usada na
industria de laticinios ha mais de 60 anos para comprovar
a eficiéncia do tratamento térmico de pasteurizagio.
Sua resisténcia térmica é ligeiramente superior a
das formas ndo esporuladas dos micro-organismos
patogénicos mais resistentes que podem estar presentes
no leite?. Assim o tratamento aplicado comercialmente
para a pasteurizagdo do leite ou do creme de leite, além
de destruir os micro-organismos patogénicos, diminui
a atividade dessa enzima a concentragbes residuais.
Em condig¢des insuficientes de pasteurizacdo, a enzima
é reduzida a concentragdes acima das consideradas
apropriadas, o que podeindicar pasteurizagao ineficiente
ou pds-contamina¢do com matéria-prima crua’.

Analises laboratoriais para determinacio da
atividade da ALP sdo baseadas no principio de que a
enzima hidrolisa ésteres monofosfatados em temperatura
epH determinados, conduzindo aliberagédo de compostos
que podem ser detectados por reagdes colorimétricas,
fluorescéncia ou luminescéncia*.

O limite de detecgdo varia entre 0,1% a 0,5%
v/v de leite cru adicionado para a maioria dos métodos
colorimétricos, podendo-seobterumlimitededetecgidode
0,006% v/v quando se utiliza o0 método fluorimétrico®’.

O método rapido de Scharer visual e
espectrofotométrico é um teste  colorimétrico
classico para determinagao da ALP®. O substrato
fenilfosfato de sddio, sob a¢do da enzima, libera fenol.
O fenol reage com CQC (2,6-dicloroquinona
4-cloroimida) formando o indofenol, de coloracio
azul. O composto formado é detectado visualmente ou
espectrofotometricamente por comparagdo com uma
curva de calibragdo de solugdo de fenol em agua’*.
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No método fluorimétrico (Fluorophos®),
o produto da reacdo é fluorescente. Trata-se de um
método rapido, muito sensivel e atualmente, além
do método de quimiluminescéncia (Charm Test), é
aceito pela Food and Drugs Administration (FDA)
para analise da ALP em leite e produtos lacteos.
O limite maximo permitido é de 350 miliunidades (mU)
de enzima por litro ou kilograma de produto’.

Informacdes sobre a atividade residual da ALP
em manteiga e de avaliagdes da sensibilidade e dos
limites de deteccio dos métodos analiticos utilizados
para avaliacido desse produto sdo escassas. Fato que
ocorre principalmente no Brasil, em que a andlise da
ALP nao é um procedimento analitico obrigatdrio
pela legislacdo vigente para verificagdo da eficiéncia
da pasteurizacio do creme usado para a fabricacdo da
manteiga'’. A maioria dos trabalhos internacionais tem
como objeto de pesquisa produtos fluidos, como leite
integral e desnatado, leite achocolatado e creme de leite
com baixo teor de gordura®''"’.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar
a sensibilidade do método rapido de Scharer, visual
e espectrofotométrico na determina¢ido da atividade
residual da ALP em manteiga, comparando-o com o
método fluorimétrico.

MATERIAL E METODOS

Material

Creme cru integral foi obtido no Laticinio
Escola da Universidade Federal de Vicosa (UFV).
Apés a analise do teor de gordura pelo método
butirométrico de Gerber', foi realizada a padronizacio
para 40,0% a 41,0% de gordura com agua destilada ou
leite desnatado. Em seguida, o creme foi submetido ao
tratamento térmico de 85 °C, por 30 minutos. Apds
os 30 minutos, o creme foi imerso em banho de gelo
por aproximadamente 30 minutos até que atingisse
temperatura inferior a 20 °C e estocado em geladeira
por uma noite para que ocorresse a maturagao.

Métodos

Fabricagao das manteigas em escala laboratorial

O creme padronizado, pasteurizado e maturado
foi adicionado de creme cru nas propor¢des de 0,000%;
0,010%; 0,015%; 0,025%; 0,050% e 0,100% (v/v). Apds
a mistura homogénea, iniciou a mistura em batedeira
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doméstica da marca Walita, inicialmente na velocidade
“1” e, posteriormente, na velocidade “2”, até a obtenc¢do da
manteiga. Oleitelho foi drenado, a manteiga foilavada por
duas vezes com agua gelada, usando-se em cada lavagem
o mesmo volume de leitelho retirado. Foram adicionados
2,0% (m/m) de sal em relagdo ao peso da manteiga obtida.
O produto final foi armazenado em embalagens de
polietileno e congeladoa-15°C,até o momento daanalise.
Foram realizadas 10 fabricagdes de cada concentracio
de creme cru utilizada, em dias diferentes e determinada
a atividade da ALP no creme cru padronizado.

A determinacio da atividade da ALP, no creme
cru padronizado usado nas fabricagcdes das manteigas
foi realizada em duplicata pelo método fluorimétrico,
segundo a metodologia descrita por Rocco’ no Standard
Methods for the Examination of Dairy Products.
O equipamento Fluorophos® e todos os reagentes
utilizados no método fluorimétrico sdo fabricados
exclusivamente pela Advanced Instrument.

Em fun¢ao da alta atividade da enzima no creme
cru, foi necessério realizar uma diluigdo 1:1000 (v/v) do
creme em agua destilada, antes de submeté-lo a analise
fluorimétrica.

A dois mililitros da solucdo de substrato
Fluorophos®, adicionados em cubetas proprias, previamente
estabilizadas em bloco de aquecimento a 38 °C, por no
minimo 20 minutos, transferiu-se uma aliquota de 75,0 uL
da amostra diluida preparada. A cubeta, com a amostra
e o substrato, foi tampada com filme plastico tipo PVC,
agitada rapidamente, seca com papel absorvente e inserida
no porta-cubeta do equipamento.

Apoés o primeiro minuto, necessario para que
ocorresse a estabilizacdo da temperatura, a taxa de
fluorescéncia emitida pela amostra por minuto (F/
min) foi medida, automaticamente, durante dois
minutos. Uma unidade da enzima ALP corresponde a
quantidade da enzima que catalisa a transformacio de
1,0 umol de substrato Fluorophos®, por minuto, por
litro de amostra. Os resultados foram expressos em
miliunidades da enzima por litro de creme (mU/L), em
fungao das baixas concentragdes da enzima encontrada
nos produtos finais. O valor obtido foi multiplicado por
mil (fator de diluicio da amostra).

Determinagio da atividade residual da ALP nas
manteigas fabricadas

As manteigas fabricadas em cada repeticao
foram analisadas quanto a atividade da ALP pelo

método rapido de Scharer, visual e espectrofotométrico,
e pelo método fluorimétrico (Fluorophos®), apds 24h a
48h de fabricagao, e foram mantidas congeladas até o
momento de realizacio das andlises.

Utilizou-se as metodologias descritas por
Rocco® no Standard Methods for the Examination of
Dairy Products.

Método rapido de Scharer visual e
espectrofotométrico

As amostras congeladas a -15 °C (+ 1°C) foram
pesadas em porg¢oes de 0,5 g diretamente nos tubos de
ensaio, em triplicata. Pesou-se também 0,5 g do controle
negativo, representado pela amostra de manteiga tratada
a 95 °C, por 1 minuto. Os tubos foram colocados em
banho-maria, a 40 °C (+ 1°C), por alguns minutos, até
derretimento da manteiga. Adicionou-se, a cada tubo,
5,0 mL de solucdo substrato de trabalho (fenilfosfato
dissodico, 0,1% m/v) - concentracéo simples. Eles foram
agitados eincubados em banho-mariaa40°C(+ 1°C) por
exatamente, 16 minutos, contados a partir do momento
em que a temperatura no interior de um tubo controle
com substrato atingiu 40 °C. Apds a incubacéo, seguiu-
se a remog¢do dos tubos e a adigdo de 0,1 mL de solucéo
CQC 0,3% m/v e 0,1 mL de catalisador sulfato de cobre
(CuS0,) 0,2% m/v, sendo novamente incubados por mais
cinco minutos a 40 °C (+ 1°C). Apds os cinco minutos,
procedeu-se a transferéncia para o banho de gelo, com
temperatura maxima de 10 °C por, aproximadamente
15 minutos. Retirou-se, com o auxilio de uma espatula,
a fina camada sdlida de gordura formada e a fase
aquosa de cada tubo foi transferida para tubos limpos
e previamente identificados. Adicionou-se 3,0 mL de
butanol neutralizado e resfriado a -20 °C. Inverteu-se
quatro vezes em meio ciclo, ou seja, inverteu-se o tubo
em um segundo e pausou-se mais um segundo (meio
ciclo). Esse procedimento foi realizado por quatro vezes.
Os tubos foram deixados em repouso por dois minutos
e entdo foram repetidos os passos de inversdo (quatro
tempos em meio ciclo). Obteve-se, dessa forma, a fase
alcoodlica contendo o indofenol produzido pela reacio
do CQC com o fenol originado da hidroélise do substrato
pela agdo da enzima ALP.

Os tubos permaneceram em repouso por
duas horas para que fosse possivel a obtencdo de uma
camada alcoolica limpida (camada superior) e posterior
andlise visual e espectrofotométrica. Ambas as andlises
foram realizadas com base na comparacio dos tubos
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das amostras com uma curva de calibragdo obtida a
partir de solu¢des de fenol em agua nas concentragdes
de 0,0; 1,05 2,0; 5,0 e 10,0 ug de fenol equivalente por
mL de solugéo.

A curva de calibragdo foi avaliada quanto as
premissas de linearidade: diagnéstico de outliers pelo
residuo de Jacknife; distribuicdo normal dos residuos
pelo teste Ryan-Joiner; autocorrelagio dos residuos
pelo teste de Durbin-Watson e homocedasticidade pelo
teste de Levene modificado por Brown-Forsythe. Apds o
atendimento das premissas, foi realizada a analise de falta
de ajuste do modelo (desvio da linearidade), por anlise
de varidncia (ANOVA)!>16,

Analise visual

Comparou-se a coloragio dos tubos de cada
amostra com o tubo do controle negativo e com os
tubos da curva de calibragdo. As amostras cujos tubos
apresentaram coloragdo azulada, igual ou mais intensa
que o tubo da curva de calibragdo que continha 1,0 ug
de fenol/g de amostra ou coloragdo mais intensa que o
tubo do controle negativo foram consideradas positivas
para a atividade residual da ALP. Ja as amostras que
apresentaram coloragao (translicida) igual ao tubo da
curva de calibracdo que continha 0,0 pg de fenol/g de
amostra ou igual ao tubo do controle negativo foram
consideradas negativas.

Analise espectrofotométrica

Realizou-se a determina¢do da absorvéncia da
fase alcoodlica dos tubos da curva de calibragdo e das
amostras, em espectrofotdmetro (Shimadzu, model
1240 UV-Visivel) no comprimento de onda de 650nm.
Para obten¢do das concentracbes de fenol em cada
amostra analisada, em pg de fenol/g de manteiga, utilizou-
se a equacio da reta obtida por meio da leitura da curva
de calibracdo e dos valores de absorvéncia liquida das
amostras. Para amostras que tinham um “branco”
(controle negativo), como era o caso da manteiga,
subtraju-se a absorbincia desse branco da presente na
amostra e obteve-se assim a absorvéncia liquida®*.

Avaliagao da atividade da ALP pelo método
fluorimétrico

Para o preparo da amostra de manteiga
utilizou-se os procedimentos descritos no manual
do equipamento'’. Pesou-se 0,5 g de cada amostra de
manteiga em um tubo de ensaio e adicionou-se 5,0 mL da
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solugdo tampao de extragao (Cheese Extraction Buffer).
Os tubos foram agitados e colocados em banho-maria, a
38 °C, por 10 minutos. Cada tubo foi agitado em Vortex
na velocidade maxima por exatamente um minuto.
Partindo-se da solucdo aquosa, realizou-se a analise da
atividade da ALP no equipamento Fluorophos®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Variac¢io da atividade da ALP no creme cru padronizado

As amostras de creme cru usadas na fabricagdo
das manteigas, nas 10 repeti¢des realizadas, foram obtidas
durante os meses de maio, junho e julho e apresentaram
os valores minimo, maximo e médio para a atividade da
ALP descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Atividade da ALP, determinada pelo método fluorimétrico,
no creme cru padronizado utilizado para fabrica¢do das manteigas
nas 10 repetigoes

Valor encontrado Atividade de ALP (mU/L)
Minimo 9.872.500
Maximo 28.733.500
Médio 16.644.150
Coeficiente de variagdo (CV %) 30,08

Em fungdo dessas variacdes, a quantidade
de creme cru adicionada ao creme pasteurizado que
correspondia a uma atividade residual da ALP de
350,0 mU/kg (valor limite estipulado pela FDA, utilizando
o método fluorimétrico) na manteiga encontrou-se
dentro do intervalo de 0,010% a 0,025% (v/v).

Ao estudar a atividade da ALP pelo método
fluorimétrico em leite fluido integral na primavera e
no verao, Castro'® encontrou valores de atividade entre
516.800 mU/L e 1.519.800 mU/L. A autora verificou que
a adi¢do de 0,025% a 0,050% (v/v) de leite cru ao leite
pasteurizado correspondia ao limite de 350,0 mU/L
estabelecido pela FDA”.

A diferenca nos valores encontrados para creme
de leite e leite pode ser explicada principalmente pelo
fato de haver uma maior concentragdo da enzima na
fragdo gordurosa dos produtos lacteos. A enzima,
apesar de ndo ser lipossoluvel, encontra-se adsorvida
entre os globulos de gordura”'. Logo, a quantidade
de creme cru necessaria para atingir o limite maximo
permitido de atividade residual da ALP é muito inferior
que a quantidade de leite cru necessaria, sem levar em
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considera¢ido fatores como estagido do ano, periodo de
lactagdo, entre outros.

Resultados da atividade residual da ALP nas
manteigas pelos métodos rapidos de Scharer, visual e
espectrofotométrico e fluorimétrico

As curvas de calibragdo obtidas a partir de
solu¢des de fenol em agua nas concentragdes de 0,0; 1,0;
2,05 5,0 e 10,0 pg de fenol equivalente por mL de solugao,
apresentaram coeficiente de determinacdo (r®) entre
0,9979 e 0,9999.

O modelo atendeu a todas as premissas de
linearidade (deteccdo de outliers, distribui¢do normal
dos residuos, auséncia de autocorrelagio entre os
residuos e homocedasticidade). Quando avaliada a
falta de ajuste do modelo linear simples por ANOVA,
0 mesmo apresentou regressdo significativa e falta de
ajuste nao significativa (a: 0,05).

Tabela 2. Curvas de calibracio utilizadas nas repeticdes realizadas
para avaliacdo da sensibilidade do método rapido de Scharer visual e
espectrofotométrico

Coeficiente de

Repeticiao Curva de calibragao Nt ()
1 ¥ =0,0653X + 0,0015 0,9993
2 ¥ =0,0634X - 0,0034 0,9998
3 ¥ =0,0606X + 0,0061 0,9979
4 ¥ =0,0601X + 0,0063 0,9997
5 ¥ =0,0657X - 0,0050 0,9995
6 ¥ = 0,0642X + 0,0081 0,9995
7 ¥ =0,0625X + 0,0058 0,9989
8 ¥ =0,0641X + 0,0091 0,9990
9 ¥ =0,0697X + 0,0035 0,9999
10 ¥ = 0,0664X + 0,0103 0,9994

Tabela 3. Anilise de variancia para o ajuste do modelo linear simples
utilizado para célculo da curva de calibragdo (ug de fenol/mL de
solugdo) para determinagio da atividade de ALP residual em manteiga

FV GL SQ QM F Fcritico
Regressao 1 0,64390 0,64390 1578599737 4,84434
Residuo 11 0,00045 0,00004
Falta de ajuste 3 0,00013 0,00004 1,06456 4,06618
Entre niveis 4  0,64402
Erro puro 8 0,00032 0,00004
Total 12 0,64434

Em comparagdio com o controle negativo
(manteiga tratada a 95 °C, por um minuto), foi possivel
distinguir o resultado positivo a partir da adi¢ao de
0,025% de creme cru, sendo que para as concentracdes
de 0,050% e 0,100% obteve-se resultados positivos em
todas as repeti¢des realizadas.

Ja em relagdo ao o tubo 1,0 ug/mL da curva de
calibragéo, apenas 30,0% das amostras contaminadas com
0,025% de creme cru apresentaram resultado positivo, o
que indica uma menor sensibilidade quando se utiliza
essa forma de comparacio.

Soares' ao trabalhar com leite fluido e queijo
Minas padrdo, também encontrou dificuldades na
comparacdo visual da curva de calibracio com as
amostras analisadas. Queijos tipo mussarela, ricota,
Minas frescal e Minas padrdo foram analisados por
Oliveira et al.?, quanto a atividade residual da ALP,
concluindo que a curva de calibragdo utilizada foi
inapropriada para a interpretagao visual dos resultados,
devido a grande varia¢ao nas tonalidades de azul obtida
para os diferentes tipos de queijos.

Métodos fluorimétricos®*! utilizam curvas
de calibracio para cada produto analisado, sendo
as concentra¢des conhecidas do produto de reacio
adicionadas a uma amostra do produto a ser testado.
Ja o método répido de Scharer utiliza uma mesma
curva para todos os produtos lacteos, elaborada a partir
de solugbes de fenol em agua. Como os constituintes
dos produtos influenciam na tonalidade da coloracio
obtida, os padrdes podem ndo corresponder a essa
variacdo de tonalidade, o que dificulta a interpretacio
dos resultados.

No método espectrofotométrico foi possivel
detectar a presenca de atividade da ALP a partir de
0,010% de creme cru, mas sd em concentragdes acima de
0,050% atingiu-se olimite de 1,0 ug de fenol/g de amostra.
Esse limite é citado por Rocco® como a concentracio
residual de enzima que indica pasteurizagdo impropria
ou contamina¢do com matéria-prima nio pasteurizada,
0 que equivaleria a, aproximadamente, 0,10% de
contaminagdo com creme cru. Observou-se que para a
manteiga esse valor seria aproximadamente a metade,
ou seja, 0,050% de creme cru adicionado ao creme
pasteurizado (Tabela 4).

O método de Scharer espectrofotométrico
para a analise de manteiga apresentou linearidade de
resposta para as adi¢gdes de creme cru (v/v) utilizadas.
Ao relacionar a porcentagem de creme cru adicionado
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Tabela 4. Comparagdo dos resultados obtidos pelo método rdpido de Scharer, visual e espectrofotométrico e fluorimétrico nas 10 repeti¢des

realizadas
Scharer Visual Espectrofotométrico Fluorimétrico
Creme cru % (Resultado Positivo) (ug de fenol/g) (mU/Kg)

(v/¥) CN* (II: 8(3;/(;;1) Valores médios Valores médios
0,000 0 (0%) 0 (0%) -0,06 + 0,10 ND***
0,010 0 (0%) 0 (0%) 0,08 + 0,12 ND***
0,015 1 (10%) 1 (10%) 0,19 + 0,16 348,9 +/- 83,4
0,025 8 (80%) 3 (30%) 0,33 + 0,23 544,1 +/- 89,3
0,050 10 (100%) 10 (100%) 0,83 + 0,38 1.144,7 +/- 331,2
0,100 10 (100%) 10 (100%) 1,72 + 0,62 ND***

*comparando os tubos com a coloragdo obtida no Controle Negativo (CN)

**comparando com o tubo da curva padrio que contém 1,0 ug de fenol equivalente/mL

% ND = ndo determinado

(v/v) e a quantidade de pg de fenol/g de amostra,
obteve-se a equagdo: ¥ = 18,044X - 0,0865 e coeficiente
de determinagdo (r?) igual a 0,9989. O coeficiente de
correlagdo encontrado foi de 0,9995, o que implica em
forte relagao entre a quantidade de creme cru adicionada
e a atividade residual da ALP em manteiga.

Em cada repeticio, analisou-se, pelo método
fluorimétrico, a manteiga com menor concentragio
de creme cru adicionado que apresentava resultado
visual positivo pelo método rapido de Scharer e a de
maior concentracdo que apresentava resultado visual
negativo. Com essas andlises, pretendeu-se estabelecer a
comparagdo da sensibilidade e do limite de detecgdo do
método rapido de Scharer, visual e espectrofotométrico,
com o método fluorimétrico.

Ao comparar os trés métodos utilizados e ao
adotar como pardmetro o valor de atividade de ALP
estabelecido atualmente pela FDA de 350,0 mU/kg,
pelo método fluorimétrico, pode-se concluir que o
método rdpido de Scharer visual nao foi sensivel o
suficiente para detectar esse valor e sim apenas valores
para a enzima, em média, superiores a mil mU/kg de
manteiga. No entanto, para a manteiga, esse método foi
mais sensivel do que para leite fluido, como indicam os
trabalhos de Castro'®, que apenas detectou a presencga
de ALP pelo método visual com a adi¢do de no minimo
1,0% de leite cru ao pasteurizado, o que correspondia a
uma atividade préxima a 8 mil mU/L de leite.

Ao analisar o queijo Minas padrao pelo mesmo
método, Soares” concluiu que somente a partir de
concentracoes de 0,50% de leite cru era possivel detectar
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resultados positivos nas amostras de queijo pelo método
visual, o que evidencia a maior sensibilidade do método
rapido de Scharer visual para manteiga, em rela¢ao aos
outros dois produtos estudados.

A maior sensibilidade do método visual para
manteiga pode ser associada principalmente a maior
atividade da ALP no creme do que no leite e, também
possivelmente por caracteristicas intrinsecas do produto,
o que possibilita a melhor visualizagdo da coloragdo azul
na manteiga do que em amostras de leite e de queijo.

Uma atividade da ALP de aproximadamente
350,0 mU/kg de manteiga correspondeu, em média
a 0,19 pg de fenol/g de amostra, pelo método
espectrofotométrico. Esse valor foi relacionado a
quantidades adicionadas de creme cru que variaram
entre 0,010 a 0,025% (v/v), sendo que na maioria das
repeticdes este valor foi igual a 0,015% (v/v).

A relagao encontrada entre a porcentagem de
creme cru adicionada e a atividade residual da ALP na
manteiga, torna evidente o fato de que o limite de 1,0
ug de fenol/g de amostra estabelecido para este método
corresponde a valores muito superiores ao limite de 350,0
mU/kg. No caso da manteiga, 0,050% de contaminagao
com creme cru corresponderam a valores médios de
1.144,0 mU/kg. Logo esse limite residual da atividade da
ALP deve ser revisto e determinado para cada produto
lacteo individualmente, de forma que para todos eles o
limite estabelecido seja equivalente ao valor maximo de
350,0 mU/kg pelo método fluorimétrico.

Entre os métodos utilizados, o fluorimétrico é o
mais rapido, apresenta alta especificidade para atividade
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da ALP, alta sensibilidade, baixo limite de deteccio,
quantificagdo automadtica da atividade da enzima e
registro impresso. No entanto, apresenta a desvantagem
de possuir alto custo por andlise, pois todos eles sdo
importados e fornecidos unicamente pela Advanced
Instruments, detentora da patente do método.

O método rapido de Scharer, visual e
espectrofotométrico apresentou, para andlise de
manteiga, algumas limitagdes. Observou-se a
dificuldade de se comparar a coloracdo das amostras
com a coloracdo da curva de calibragdo, em funcgédo
das diferencas na tonalidade da coloragdo azul.
Era constante a ocorréncia de contaminacoes pela
presenca de fenol livre nas vidrarias utilizadas e
instabilidade dos reagentes preparados, o que demonstra
a inespecificidade do método.

Problemas semelhantes foram citados por Soares*’.
A autora explicitou a necessidade do uso de 30 mL de
butanol para garantir que todo fenol livre fosse retirado
da solugéo de substrato, o que foi confirmado no presente
trabalho. O método oficial determina o uso de apenas
3 mL para realizacdo dessa extracéo.

No decorrer das andlises observou-se que
a forma e a velocidade de inversio dos tubos da
curva de calibrac¢io para extragio do indofenol
interferiam diretamente nos resultados. Essa etapa do
procedimento analitico ndo é muito bem detalhada na
metodologia, que cita apenas que os tubos devem ser
invertidos por seis voltas completas. Essa subjetividade
da margem a ocorréncia das variagdes acima citadas
e podem comprometer assim os resultados do
trabalho desenvolvido.

CONCLUSAO

O método rapido de Scharer visual possui limite
de detecgdo superior ao correspondente a 350,0 mU/kg,
portanto ndo apresentou sensibilidade satisfatoria para
determinacao visual da ALP em manteiga.

O método espectrofotométrico foi mais
sensivel que o visual, e foi capaz de detectar a atividade
da ALP na manteiga correspondente a atividade
de 350,0 mU/kg, porém, observa-se a necessidade de
implementar modificagdes na metodologia, além de
determinar um novo limite, pois a quantidade de fenol
correspondente ao limite do método fluorimétrico ¢é
bem inferior ao limite de 1,0 pg de fenol/g de amostra
estipulado para essa analise.

Apesar dos problemas expostos, o método
rapido de Scharer é bastante difundido, de pre¢o mais
acessivel e possivel de ser utilizado nos laboratoérios,
como analise de rotina para atividade da ALP. Desde
que tomados, é claro, os devidos cuidados em sua
realizagdo e que sejam realizadas modificacdes no
intuito de garantir uma sensibilidade condizente
como método fluorimétrico e a confiabilidade dos
resultados encontrados.
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