?SGF%H-ATN ISSN 1981-6723

OF FOOD Online version
| TECHNOLOGY

ORIGINAL ARTICLE

Avaliacao de métodos de deteccao da
fosfatase alcalina em leite bovino, bubalino e
caprino

Evaluation of alkaline phosphatase detection methods in
bovine, buffalo and goat milk

Joelson Sousa Lima' ), Ana Paula Presley Oliveira Sampaio?, Poliana Santos Silva?,
Mylla Christy da Silva Dufossé', Adrianne Maria Brito Pinheiro da Rosa?,
Carina Martins de Moraes?, Talita Bandeira Roos’

"Universidade Federal do Para (UFPA), Instituto de Medicina Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria de
Castanhal, Laboratério de Microbiologia e Imunologia, Castanhal/PA - Brasil

2Universidade Federal do Para (UFPA), Instituto de Medicina Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria,
Laboratério de Higiene e Qualidade de Alimentos, Castanhal/PA - Brasil

SUniversidade do Estado do Para (UEPA), Maraba/PA - Brasil

*Corresponding Author: Universidade Federal do Para (UFPA), Instituto de Medicina Veterinaria, Faculdade de
Medicina Veterinaria de Castanhal, Laboratério de Microbiologia e Imunologia, Campus de Castanhal-Il, BR 316,
km 62, Bairro Saudade, CEP: 68746-000, Castanhal/PA, Brasil, e-mail: joelsonbio@live.com.

Cite as: Lima, J. S. Sampaio, A. P. P. O, Silva, P. S., Dufossé, M. C. S., Rosa, A. M. B. P., Moraes, C. M., & Roos,
T. B. (2021). Evaluation of alkaline phosphatase detection methods in bovine, buffalo and goat milk. Brazilian
Journal of Food Technology, 24, €2020130. https://doi.org/10.1590/1981-6723.13020

3

Resumo

A pasteurizagdo compreende uma etapa de suma importancia para eliminacdo de patégenos no leite e, a fim de
manter a inocuidade do alimento, o controle desse processo é fundamental do ponto de vista da seguranga
alimentar. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a aplicabilidade e a sensibilidade dos procedimentos de
deteccdo da fosfatase alcalina em leite bovino, bubalino e caprino, experimentalmente pasteurizados e fraudados
com aliquotas de leite cru. O leite foi pasteurizado e acrescido de leite cru nas seguintes percentagens: 0,1%; 0,25%;
0,5%; 0,75%; 1%; 3%; 5% e 7%; 10%; 50%, além da adogdo dos controles: negativo (leite pasteurizado) e positivo
(leite cru). Os métodos utilizados foram: a metodologia oficial da legislacdo brasileira, tiras colorimétricas e kit de
reagentes. Os resultados demonstraram que nos testes realizados com leite bubalino houve uma discreta reagéo
quando utilizados o kit de reagentes e as tiras colorimétricas, ao passo que a metodologia segundo a legislacdo se
apresentou pouco eficiente. Para o leite caprino a enzima ndo foi detectada nas amostras de leite testadas por
nenhuma das metodologias adotadas. J& para o leite bovino o procedimento mais sensivel para detectar por¢oes
minimas de leite cru foi o da legislacdo brasileira. A metodologia da legislacdo brasileira é a que possui maior
sensibilidade para acusar a presencga da fosfatase alcalina no leite bovino, e os procedimentos para o controle da
pasteurizacdo em leite bovino ndo possuem a mesma eficacia para os leites bubalino e caprino que, neste caso,

precisam ser otimizadas.

Palavras-chave: Pasteurizacdo; Controle de qualidade; Seguranca alimentar; Fraude; Métodos fisico-quimicos;
Lacteos.
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Abstract

Pasteurization is a very important step for eliminating pathogens in milk and keeping the food-safe, the control of
this process is fundamental from the point of view of food safety. Thus, the objective of this work was to verify the
applicability and sensitivity of the alkaline phosphatase detection procedures in bovine, buffalo, and goat milk,
experimentally pasteurized and defrauded with raw milk aliquots. The milk was pasteurized and added raw milk in
the following percentages: 0.1%; 0.25%; 0.5%; 0.75%; 1%; 3%; 5% and 7%, 10%, 50%, besides the adoption of the
controls: negative (pasteurized milk) and positive (raw milk). The methods used were: the official methodology of
the Brazilian legislation, colorimetric strips, and a reagent kit. The results showed that in the tests performed with
buffalo milk, there was a slight reaction when using the reagent kit and the colorimetric strips, while the
methodology according to the legislation was inefficient. For goat milk, the enzyme was not detected in the milk
samples tested by any of the adopted methodologies. For bovine milk, the most sensitive procedure to detect
minimal portions of raw milk was the Brazilian legislation. The methodology of the Brazilian legislation is the one
with the highest sensitivity to acknowledge the presence of alkaline phosphatase in bovine milk and the procedures
for the control of pasteurization in bovine milk do not have the same efficacy for buffalo and goat milk that, in both
it is necessary to be optimized.

Keywords: Pasteurization; Quality control; Food safety; Fraud; Physical-chemical methods; Dairy.

1 Introducgao

O leite ¢ um alimento que apresenta elevado valor nutricional, sendo apreciado por grande parte da
populagdo. No entanto, devido a sua composi¢ao, torna-se um produto altamente perecivel. Por essa razdo ¢
necessario que sua producdo e manipulagdo sejam executadas com um controle de qualidade eficiente, em
especial no processamento da matéria-prima na industria de alimentos. Nesse sentido, as analises fisico-
quimicas e microbiologicas sdo indispensaveis para que se garanta a qualidade do leite e de seus derivados
(Rosa-Campos et al., 2011; Fracasso & Pfiiller, 2014).

Atualmente, além do bovino, o leite de outras espécies, como o bubalino e o caprino, tem despertado o
interesse dos consumidores. O leite bubalino possui elevado valor nutricional, devido ao consideravel teor
de proteinas, minerais, gordura e baixos niveis de colesterol, caracteristicas estas que contribuem para uma
dieta saudavel (Araujo et al., 2011; Pignata et al., 2014). J4 o leite de cabra, além de possuir altas taxas de
nutrientes, representa uma alternativa para pessoas com alergia ao leite bovino, o que chama a atenc¢do de
diversos produtores em varias regides do pais (Jirillo et al., 2010).

Nesse sentido, devido a abertura do mercado e diante de uma nova proposta de consumo, que abrange o
leite de outras espécies, € necessaria a garantia da seguridade do alimento produzido. No entanto, os critérios
adotados para a realizacdo dos testes de qualidade do produto baseiam-se exclusivamente no leite de origem
bovina, sem levar em conta as caracteristicas bioquimicas de outros tipos de leites, como o de bufala e o de
cabra. Assim, é de extrema relevancia avaliar se as metodologias adotadas se aplicam aos leites bubalino e
caprino, que tém tido uma ampla aceitagdo e consumo, a fim de garantir a inocuidade desse alimento.

A pasteurizagdo ¢ um procedimento fundamental para a elimina¢do dos agentes patogénicos do alimento,
tornando-o um produto indcuo, alterando o minimo possivel a sua qualidade nutricional, quimica e sensorial
(Antunes, 2014), sendo dessa forma essencial para garantir a seguridade microbioldgica dos produtos lacteos
disponiveis comercialmente. Uma das formas de controle da pasteurizagdo baseia-se na detec¢do da enzima
fosfatase, que pode indicar tanto falhas no processo térmico quanto fraude por adicdo do leite cru ao
pasteurizado, tratando-se de um teste fisico-quimico grande interesse na pratica rotineira de laticinios (Brasil,
2006, 2011). A enzima ¢ naturalmente encontrada no leite in natura, porém inativada com o processamento
térmico eficiente, dentro dos padrées de tempo e temperatura adequados (Almeida, 2006; Silva et al., 2009;
Egger et al., 2016).
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Apbs o processamento térmico sdo utilizados testes que verificam a atividade residual da fosfatase alcalina,
a fim de constatar se bindmio tempo-temperatura foi eficiente para a pasteurizacdo do produto. Além do
procedimento oficial determinado na legislacdo brasileira (Brasil, 2006), kits de reagentes e fitas
colorimétricas podem ser utilizados para a verificagdo da qualidade do processamento térmico por meio da
deteccdo da fosfatase alcalina. Porém, poucos trabalhos investigam a sensibilidade desses métodos
(Seixas et al., 2014) e se sdo aplicaveis em outros tipos de leite, uma vez que foram elaborados tendo como
parametro o leite bovino.

Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a aplicabilidade e a sensibilidade dos procedimentos de
deteccdo da fosfatase alcalina em leites bovino, bubalino e caprino experimentalmente pasteurizados e
fraudados com aliquotas de leite cru, em diferentes porcentagens.

2 Material e métodos

O presente estudo foi realizado no laboratério de Higiene e Qualidade de Alimentos, do Instituto de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal do Para - Campus de Castanhal. As amostras de leites bovino,
bubalino e caprino foram experimentalmente pasteurizadas, separadas em aliquotas e fraudadas com leite
cru.Os testes foram realizados sempre em triplicata, para garantir maior exatiddo na avaliagdo dos resultados.

Para o processamento térmico, 600 mL do leite de cada espécie foram pasteurizados em banho-maria,
durante 15 segundos, a 72 °C, seguido de resfriamento imediato a 37 °C. Em seguida, procedeu-se a
incorporagdo do leite cru nas seguintes percentagens: 0,1%; 0,25%; 0,5%; 0,75%; 1%; 3%; 5% e 7%; 10%;
50%. Além disso, também foram realizados os controles negativo (com o leite pasteurizado e nao fraudado)
e positivo (leite cru).

As amostras de leite previamente pasteurizadas e adulteradas foram submetidas a 3 diferentes
metodologias de verificagdo da atividade enzimatica da fosfatase alcalina, denominadas em nosso trabalho
de metodologias A, B e C. A metodologia “A” foi a preconizada pela Instrugdo Normativa n® 62, de 29 de
dezembro de 2011, do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Brasil, 2011). Ja a metodologia
“B” baseou-se no uso de tiras colorimétricas ¢ a “C” na utilizacdo de um kit comercial. O fundamento da
técnica para a detec¢@o da enzima, nos trés tratamentos, baseia-se na adi¢ao de um substrato especifico que,
em contato com a enzima, ¢ degradado e os produtos sdo revelados através de um indicador colorimétrico, e
os protocolos adotados para cada metodologia seguiram as recomendagdes da legislagdo brasileira
(metodologia A) e dos respectivos fabricantes (metodologias B e C).

3 Resultados e discussao

A detecgdo da fosfatase alcalina no leite bovino foi realizada com grande desempenho quando se empregou
a metodologia “A” em todos os tratamentos realizados, a partir do menor percentual de fraude com leite cru.
Contudo, as demais metodologias (B e C) s6 demonstraram eficiéncia em acusar a presenca da enzima nas
amostras com o incremento superior a 2% do leite ndo pasteurizado.

Essa informag&o corrobora os resultados obtidos por Seixas et al. (2014), que avaliaram o desempenho de
tiras colorimétricas e de um kit de reagentes para detec¢do da enzima em diferentes propor¢des de leite cru
bovino (1% a 10%) incorporado ao leite pasteurizado. Os resultados desses autores mostraram que os testes
comerciais ndo foram capazes de detectar a presenga da fosfatase alcalina em leite pasteurizado, contaminado
com quantidades inferiores a 2% de leite cru, o que pode apresentar um resultado falso negativo se o
percentual de fraude estiver sido abaixo desse valor.

Neste caso, embora a metodologia proposta pela legislacdo necessite de equipamentos e tempo maior para
a execucdo quando comparada com os outros dois métodos, que sdo mais praticos e com leitura imediata,
ainda assim ¢ o de maior eficiéncia e sensibilidade para a detec¢do de percentagens minimas da enzima no
leite bovino.
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Franco et al. (2011) avaliaram a qualidade do leite bovino cru, pasteurizado e longa vida, analisando a
acidez e a atividade das enzimas peroxidasse e fosfatase. Para detecgdo da fosfatase, os autores utilizaram o
método descrito pela legislagdo e os resultados obtidos demostraram a auséncia da enzima nas amostras
processadas termicamente. Tais dados ratificam a eficiéncia da metodologia proposta pela legislacdo
brasileira para analise do leite bovino.

Outros estudos com o objetivo de detectar a enzima fosfatase alcalina a partir de diferentes técnicas ja
foram realizados em leite cru bovino (Machado et al., 2009; Mata et al., 2012), em func¢do de este ser um
produto amplamente consumido. Porém, poucas pesquisas tiveram como objetivo comparar métodos de
deteccdo da fosfatase alcalina e, principalmente, a sensibilidade desses procedimentos na identificagdo de
pequenas quantidades de leite cru incorporadas ao leite pasteurizado. Da mesma forma, estudos com leite de
outras espécies como a de bubalinos e caprinos também s3o escassos e, portanto, se fazem necessarios para
que as metodologias que vem sendo aplicadas em nivel de fiscalizagdo possam ser utilizadas como referéncia
para garantia do controle desse alimento (Sosnowski et al., 2016).

Para o leite bubalino os resultados deste trabalho demonstraram que as fitas colorimétricas s6 foram
capazes de acusar a presenca da enzima nas amostras contendo a partir de 3% de leite bubalino cru. Além
disso, com o kit, a fosfatase também foi detectada nas amostras contendo a partir de 3% de incorporacao,
sendo perceptivel uma coloragdo mais intensa nos tratamentos com mais de 5% de leite ndo pasteurizado.
Quando os procedimentos da legislacdo foram adotados, os resultados nao foram eficazes nem mesmo com
os controles. Repetindo-se esse mesmo ensaio com outra amostra de leite, porém, foi perceptivel uma leve
alteragdo da tonalidade em algumas amostras, o que pode estar ligado a quantidade da enzima disponivel no
leite ou devido a interferéncia de outros constituintes na reagao. Contudo, mais estudos sdo necessarios para
otimizar a detec¢do da fosfatase no leite bubalino, visto que ainda ha uma escassez de dados na literatura
sobre o controle da pasteurizagdo com a pesquisa da enzima nesse tipo de leite.

No leite caprino, a fosfatase alcalina ndo foi detectada nas amostras analisadas por nenhuma das
metodologias adotadas. Ndo houve reagdo caracteristica para a positividade da enzima nas amostras
fraudadas com leite cru caprino e nem nos tratamentos de controle deste. Logo, os procedimentos utilizados
ndo sdo eficientes para a pesquisa da enzima em leite de cabra e, por conseguinte, para a avaliagdo da
eficiéncia do processamento térmico nesse produto.

Giombelli et al. (2011), em seu estudo sobre avaliagcdo de qualidade do leite bovino, a partir de testes
fisico-quimicos e microbioldgicos, em amostras de leite produzidas no estado do Parand, relataram a presenca
da enzima fosfatase alcalina, o que provavelmente indica uma falha no processo térmico que pode tornar o
leite uma possivel fonte de contaminagdo, principalmente por agentes patogénicos. Com relagdo ao presente
estudo, a impossibilidade de as técnicas adotadas detectarem a enzima no leite caprino e a incapacidade das
metodologias acusarem a incorporacdo de menos de 3% de leite cru bubalino podem implicar na avalia¢do
da qualidade higiénico-sanitaria do leite, que pode ter sido pasteurizado de forma inadequada e acabar
acarretando danos a saide do consumidor.

Outros trabalhos também ja evidenciaram a ineficiéncia dos procedimentos de detec¢do da fosfatase
alcalina quando aplicados em leite de cabra (Lima, 1988; Andrade et al., 2008). Essas pesquisas, bem como
os resultados do presente trabalho, mostram que o uso das metodologias para o leite bovino ndo ¢ eficaz em
leite caprino. Assim, a ndo deteccdo da enzima ndo significa a auséncia da mesma nas amostras de leite.
Acredita-se que esses resultados imprecisos ocorrem pela baixa concentragdo da enzima no leite caprino,
quando comparado ao bovino. Desse modo, ndo ¢ possivel distinguir os leites crus dos pasteurizados e nem
aqueles em que houve falha no processamento térmico (Lima, 1988).

Essa informagdo corrobora com os dados descritos por Sosnowski et al. (2016) que afirmam que a
quantidade de fosfatase alcalina ¢ inferior no leite caprino em comparagdo ao leite bovino. Esses autores
determinaram a atividade residual da enzima através de um método fluorimétrico em leite e queijo de cabra
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e ressaltaram a necessidade do uso de outros procedimentos para a analise da fosfatase alcalina no leite de
cabra. Além disso, os autores relatam a escassez de trabalhos relacionados a esse tema.

O controle do processamento térmico ¢ de fundamental importancia na induastria de alimentos para a
garantia da qualidade do produto final. Falhas nesses mecanismos ou mesmo a incorporagdo intencional de
leite cru ao pasteurizado geram riscos a satde publica, visto que pequenas propor¢des de leite cru podem ser
responsaveis por veicular micro-organismos que sdo potenciais agentes causadores de enfermidades.
Conforme descrito por Seixas et al. (2014), a inclus@o de apenas 1% de leite cru pode promover a proliferacdo
de cerca de 12 X 10° UFC/mL, valor acima ao estabelecido pela legislagdo que ¢ 600 mil UFC/mL. A
exemplo disso, Silveira & Bertagnolli (2014) realizaram um trabalho com amostras de leite cru
comercializado ilegalmente em feiras livres e demonstraram a presenga de micro-organismos meso6filos,
coliformes totais e termotolerantes acima do limite maximo estabelecido pela legislagdo brasileira,
enfatizando o perigo relacionado ao leite cru.

4 Conclusao

Dessa forma, concluiu-se que as metodologias para a deteccdo da fosfatase alcalina no leite bubalino e
caprino ndo apresentam a mesma eficiéncia que demonstraram ao serem aplicadas no leite bovino e precisam
ser otimizadas para garantir a qualidade do produto e a seguranca alimentar dos consumidores. Assim, ¢
necessario o estabelecimento de outros mecanismos ou a otimiza¢do dos que ja existem para a investigacao
da enzima visando a garantia da qualidade do produto processado. Porém, no leite bovino os procedimentos
da legislagdo brasileira possuem maior sensibilidade por acusar baixas concentragdes da enzima no alimento.
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