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Comparison of methods for alkaline phosphatase and
peroxidase detection in milk
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RESUMO

Esse trabalho avaliou o desempenho de tiras colorimétricas para detecgdo de

fosfatase alcalina e peroxidase em leite, comparando-as com um kit de reagentes para
fosfatase alcalina e com a metodologia oficial para peroxidase. Para a comparagao dos
testes de detecgd@o de fosfatase alcalina foram feitos quatro tratamentos adicionando-
se diferentes porcentagens de leite cru (1%, 2%, 5% e 10%) ao leite pasteurizado,
além de dois tratamentos controle. Foram analisadas 38 amostras em triplicata para
cada tratamento. Para comparar o desempenho dos testes para peroxidase 80 amostras
de leite pasteurizado foram avaliadas simultaneamente pela metodologia oficial e
pelas tiras colorimétricas. O desempenho dos métodos para fosfatase alcalina foram
distintos nos tratamentos com 1% e 2% de leite cru. Todas as tiras apresentaram
alteragdo de cor, enquanto o kit de reagentes acusou a presenga da fosfatase em
apenas 2,63% e 5,26% dos casos, respectivamente para cada tratamento. As tiras
colorimétricas para fosfatase alcalina s@o mais sensiveis para identificagdo de
pequenas quantidades quando comparadas ao kit de reagente. Ja o desempenho dos
testes para peroxidase, ndo apresentou diferenca. Assim, as tiras para a detec¢do
de fosfatase alcalina ou peroxidase mostraram-se eficientes, podendo substituir os
métodos tradicionais.

Palavras-chave: pasteurizado; colorimétricas; reagentes; kit; analises;

enzimatica.
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ABSTRACT

This study evaluated the performance of strips for colorimetric detection of
alkaline phosphatase and peroxidase in milk, comparing them with a kit of reagents for
alkaline phosphatase and the official methodology for peroxidase. The samples were
analyzed at the Laboratory Inspection of Products of Animal Origin, State University
of Londrina. For the comparison tests for the detection of alkaline phosphatase four
treatments were made by adding different percentages of raw milk (1%, 2%, 5%
and 10%) in the pasteurized milk, plus two control treatments. Thirty-eight samples
triplicate for each treatment were analyzed. To compare the performance of tests for
peroxidase 80 pasteurized milk samples were evaluated simultaneously by official
methodology and by colorimetric strips. The performance of the alkaline phosphatase
were different for the treatments with 1% and 2% of raw milk which had all the
strips change color as the reagent kit showed the presence of phosphatase in just
2.63% and 5.26% the cases, respectively for each treatment. The colorimetric strips
for alkaline phosphatase are more sensitive for the identification of small quantities
compared to the reagent kit. The performance of tests for peroxidase showed no
difference. The strips for the detection of peroxidase or alkaline phosphatase were
effective and can replace traditional methods.

Keywords: pasteurized; colorimetric; reagents; kit; analysis; enzymatic.

INTRODUCAO

A fosfatase alcalina (FA) e a peroxidase
sao0 enzimas naturalmente encontradas no leite
cru e que, apds a pasteurizagdo, servem de
indicadores para assegurar que o processo foi
realizado adequadamente. Apds o tratamento
térmico, a fosfatase deve ser inativada e a
peroxidase permanecer ativa (BRASIL, 2011).

A verificagdo da atividade residual
da fosfatase alcalina como indicador da
eficiéncia da pasteurizagdo ¢ amplamente
utilizada no pais e no mundo. Porém, poucos
estudos descrevem com detalhes a cinética
de inativagdo dessa enzima ¢ a quantidade
minima da fosfatase alcalina detectavel nos
testes comerciais para o seu diagnostico.
A fosfatase alcalina pode indicar se a
pasteurizacdo atingiu a temperatura suficiente
para eliminar os patdgenos do leite, ou se
ocorreu contaminagdo do leite pasteurizado
com leite cru dentro do pasteurizador
(TRONCO, 2008)

No Brasil, o teste para detecgdo de
fosfatase alcalina recomendado ¢ baseado
na rea¢ao de compostos fendlicos resultantes
da degradag@o enzimatica com um substrato
especifico (fenil fosfato dissodico), permitindo
identificar a atividade enzimdtica por uma
rea¢do colorimétrica. Para a deteccdo da
peroxidase, o teste recomendado baseia-se na
reacdo na qual a peroxidase ao hidrolisar o
perdxido de hidrogénio, libera oxigénio, o qual
transformara o guaiacol da sua leucobase para
a forma corada (BRASIL, 2006). Atualmente
estdo disponiveis comercialmente conjuntos de
reagentes (kits), além de tiras colorimétricas
para a deteccdo da fosfatase alcalina (FA) e
peroxidase, sendo que as pesquisas sobre as
suas sensibilidades sdo escassas.

Este trabalho teve como objetivo avaliar
o desempenho de tiras colorimétricas para
deteccdo de fosfatase e peroxidase em leite,
comparando-as respectivamente, com um kit
de reagentes para fosfatase alcalina e com a
metodologia oficial para peroxidase.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de leite
pasteurizado integral de diferentes laticinios,
destinadas ao consumo na regido norte
do Parana. Todas as amostras analisadas
apresentavam-se dentro do prazo de
produgdo de 48 horas e foram encaminhadas
acondicionadas em caixa de isopor com
gelo industrial ao Laboratorio de Inspegdo
de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da
Universidade Estadual de Londrina (UEL).

Fosfatase Alcalina

Para avaliar a atividade da fosfatase
alcalina no leite utilizaram-se quatro
tratamentos adicionando-se diferentes
porcentagens de leite cru (1%, 2%, 5% e
10%) ao leite pasteurizado. Também foram
feitos dois tratamentos controles, um para
fosfatase positiva, utilizando apenas leite cru,
e outro para fosfatase negativa, utilizando
apenas leite pasteurizado, o que totalizou
seis tratamentos. Para a analise qualitativa
da fosfatase alcalina foi comparado o kit de
reagentes para fosfatase (Bioclin — Quibasa
Quimica Basica, Belo Horizonte — MG,
Brasil) na qual a fosfatase alcalina hidrolisa
o substrato de timolftaleina monofosfato,
liberando timolftaleina e fosfato inorgénico,
e ap6s 10 minutos a atividade enzimatica ¢é
medida colorimetricamente. Quando a reacéo
enzimatica ¢ inativada, a timolftaleina adquire
cor azul. As tiras colorimétricas para detec¢ao
de fosfatase alcalina (Laborclin — Produtos
para laboratorio, Pinhais — PR, Brasil) utiliza-
se de um substrato de para-nitrofenil-fosfato e
tampdo aminometil-propanol que em contato
com a fosfatase alcalina presente na amostra
adquire coloracdo amarela. Os resultados
das leituras das tiras foram classificados em
trés intensidades a partir do tom amarelo:
forte, média, fraca e sem alteragdo (branca,
seguiu-se a recomendacao do fabricante de
incubar em estufa a 37° C e repetir a leitura).

Foram feitas repeti¢des em triplicata para cada
tratamento, com 38 diferentes amostras de
leites pasteurizadas nas quais foram simuladas
adicao de leite cru conforme ja mencionado.

Paralelamente, também foi feita a
quantificacdo da fosfatase a partir do kit de
reagentes em todos os tratamentos. Para isso,
a solugdo que indica o resultado colorimétrico
foi centrifugada a 5.000 rpm por 10 minutos,
com posterior filtragdo em membrana de
celulose (0,22 pm). A quantificagao foi
entdo realizada em espectrofotdometro
semiautomatico para bioquimica (Bioplus
2000) calibrado com o proéprio padrio (40 Ul
de fosfatase por mL) e branco do kit Bioclin.
As leituras foram feitas em triplicatas, com 12
analises para cada um dos seis tratamentos,
totalizando 72 leituras.

Peroxidase

Para verificar a atividade da peroxidase
avaliou-se o desempenho de dois testes,
as tiras colorimétricas (Laborclin) e a
prova recomendada pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento —
MAPA (BRASIL, 2006). Os testes utilizando
as tiras colorimétricas foram realizados
conforme a metodologia do fabricante. A
presenga da enzima ¢ indicada pela colo-
ragdo marrom na area sensibilizada da tira, 10
segundos apds sua imersao na amostra. Consi-
derou-se como positivo a mudanga de cor na
tira, do marrom claro ao marrom escuro, €
como negativo as tiras que permaneceram
brancas.

Para analise conforme a recomendagao
do MAPA foram transferidos 10 mL de cada
amostra para um tubo de ensaio de 20 mL,
em seguida os tubos foram levados ao banho-
maria por 5 minutos a 45° C. Adicionou-se 2
mL da solucdo de guaiacol e 3 gotas de agua
oxigenada. O resultado positivo ¢ dado pela
formacdo de um halo de coloragdo salmdo,
em até 5 minutos. Foram consideradas como
positivas as provas com formacdo de halos
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de coloracdo salméo claro a salmao escuro,
e negativas, as provas sem formacao de halo
(brancas) (BRASIL, 2006).

No total, foram analisadas em duplicada
80 amostras de leite pasteurizado obtidas no
comércio.

A proporc¢do de resultados positivos
e negativos para a detec¢do de fosfatase e
peroxidase foi analisada pelo teste de Qui-
quadrado. Os valores das absorbancias ndo
tiveram distribuicdo normal no teste de
Lilliefors e foram normalizados por conversao
em log'. Assim foram submetidos a analise de
variancia contemplando o efeito das diferentes
porcentagens de leite cru adicionado ao
pasteurizado sobre os valores da absorbancia.
Fatores com p<0,05 foram posteriormente
analisados pelo teste de Tukey a 0,5%. Todas
as analises foram realizadas pelo programa
Statistica, versdo 7.0 (STATSOFT., 2004)

Ambeas as analises para fosfatase alcalina
e peroxidase foram avaliadas imediatamente
apos o acréscimo das diferentes porcentagens
de leite cru utilizado em cada tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Fosfatase Alcalina
Na interpretacdo dos resultados visuais

das provas para avaliagdo da presenca de
fosfatase alcalina ativa no leite observou-

se que os desempenhos dos métodos foram
distintos para os tratamentos adicionados
de 1% e 2% de leite cru (Tabela 1). Nesses
tratamentos todas as tiras apresentaram
alguma alteragao de cor, indicando a atividade
da enzima fosfatase alcalina. Entretanto, o kit
de reagentes acusou a presenca da fosfatase
alcalina ativa em apenas (2,63%) e (5,26%)
dos casos, nos tratamentos com 1% e 2% de
leite cru, respectivamente. O kit de reagentes
foi capaz de detectar visivelmente a presenca
da fosfatase ativa, apenas a partir da adi¢do
de 5% de leite cru (Tabela 1).

O desempenho dos testes foi semelhante
nos tratamentos controle, com apenas leite cru
ou com apenas leite pasteurizado, e também
nos tratamentos com 5% e 10% de leite cru.
Nesses tratamentos a propor¢do de resultados
positivos e negativos ndo diferiu entre os
métodos de deteccdo.

Quanto a intensidade de coloragdo
obtida com as tiras os resultados podem
ser visualizados na Figura 1. No tratamento
contendo apenas leite pasteurizado as tiras
ndo apresentaram nenhuma alteragdo de cor
(brancas). Para os tratamentos com 1% e
2% de leite cru, a maioria das tiras mostrou
coloragdo amarelo fraca e média em até uma
hora. No leite cru e nos tratamentos com 5%
e 10% de leite cru, a maioria das tiras mostrou
colorag@o amarelo forte imediatamente.

Tabela 1 — Presenca de fosfatase alcalina em leite pasteurizado adicionado de diferentes
porcentagens de leite cru, detectada pelo método de tiras e por kit de reagentes

Leite past. 1% Cru 2% Cru 5% Cru  10% Cru Leite Cru
Tira (+/-) (+7-) (+7-) (+7-) (+/-) (+/-) (+/-)
0/38: 38/0° 38/0° 38/0° 38/0° 38/0°
Kit de reagentes,(+/-) (+/-) (+/-) (+/-) (+/-) (+/-) (+/-)
0/38: 1/37° 2/36° 38/0° 38/0° 38/0°

Proporgdes seguidas de letras distintas na mesma coluna diferiram no teste X? (p<0,05)
(+/-) presenga/auséncia da detecg@o da fosfatase alcalina

1. Tiras para fosfatase alcalina no leite Laborclin - Produtos para Laboratorios Ltda

2. Kit de reagentes para fosfatase alcalina Bioclin - Quibasa Quimica Basica Ltda
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O fabricante recomenda que a coloragao
amarela fraca das tiras seja considerada como
resultado negativo para fosfatase alcalina. Os
resultados sugerem que a interpretagdo do
teste deva ser reavaliada, pois ¢ importante
considerar a primeira alteracdo na sua
coloragdo. Isso aumenta sua sensibilidade e
permite a deteccdo de menores quantidades
da fosfatase alcalina.

O kit de reagentes (Bioclin) para
fosfatase alcalina indica leitura dos resultados
em até uma hora. No entanto, essa metodologia
¢ menos pratica e necessita de instrumentos
e equipamentos como pipetas e banho-maria.
A interpretagdo também ¢ colorimétrica, com
colorag@o azul para a presenca de fosfatase
alcalina (positivo) e amarela para a sua
auséncia (negativo). Tanto as leituras visuais
do kit como a mensuragdo da absorbancia
mostraram que a sensibilidade do kit ¢ menor
do que a necessaria para detectar as pequenas
quantidades de fosfatase alcalina presentes no
leite pasteurizado, ou seja, quando o mesmo

possa se adicionado de pequenas quantidades
de leite cru.

Comparando os resultados obtidos
com as tiras e o kit de reagente, quando a
coloragdo amarela fraca da tira foi considerada
como resultado positivo, observou-se maior
capacidade das tiras em detectar (p<0,05)
resultados positivos nos tratamentos com
1% e 2% de leite cru adicionado ao leite
pasteurizado. Portanto maior sensibilidade,
em relagdo ao kit de reagentes que nao alterou
a cor observada a olho nu nestes tratamentos.
A adi¢do de 1% e 2% de leite cru ao leite
pasteurizado também ndo foi detectada
quando o kit de reagentes foi analisado pela
espectrofotometria.

A média dos valores da absorbancia
entre o leite pasteurizado e os tratamentos
adicionados de 1% e 2% nao diferiram entre
si (Tabela 2). A média de absorbancia do
tratamento adicionado de 10% de leite cru
ndo diferiu do tratamento com 5%, porém,
foi diferente dos demais.

100% .

80%

— 38

60% —

40% +—

Frequéncia relativa

T
N
o
Frequéncia absoluta

F 10
20% +—
F5
0% T + 0
Past 1% 2% 5% 10% Cru
Tratamentos
Intensidade da alterac&o de cor: MW Forte E Média O Fraca O Sem alteragdo

Figura 1 — Distribui¢do da coloragdo mostrada no teste em tiras (Laborclin) para deteccdo de
fosfatase alcalina em leite, em seis diferentes tratamentos: leite cru, leite pasteurizado e leite
pasteurizado adicionado com 1%, 2%, 5% e 10% de leite cru, em 38 repeti¢des para cada tratamento
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Tabela 2 — Média (AU), média do logaritimo (Média Log Absorbancia), desvio e erro padrao de
valores de absorbancia observados na solugdo colorimétrica do kit de reagentes para fosfatase
alcalina em leite cru, leite pasteurizado e leite pasteurizado adicionado com diferentes porcentagens
de leite cru

Tratamento (n) Média (AU) Média Log Desvio padrdo Erro padrao
Absorbancia
Leite cru (12) 308,33 2,48 0,09 0,02
Leite pasteurizado (12) 9,05 1,02¢ 0,05 0,15
1% (12) 9,68 1,27% 0,61 0,18
2% (12) 13,19 1,27 0,41 0,12
5%(12) 32,24 1,59 0,34 0,10
10% (12) 46,39 1,75¢ 0,38 0,11
Total (72) 77,50 1,56 0,63 0,07

Médias seguidas de letras iguais ndo diferiram estatisticamente (p>0,05)

400

T

350 4

300 |

250

200 |

Absorbancia

150 | .

0 o SO —— TS S

50 b T ]

——
0 L g—s L L L L @ L + Mediana

1% 2% 5% 10% Cru Past [ 25%-75%
“T Intervalo semvalores discrepantes

Tratamento

Figura 2 — Valores de absorbancia (AU) para diferentes quantidades de leite cru adicionado
ao pasteurizado
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O leite cru apresentou a maior variagao
para os valores de absorbancia (Figura 2),
com 95% dos valores observados entre 272
AU e 343AU, indicando que os niveis de
fosfatase naturalmente presentes no leite
variam consideravelmente. Segundo Murthy et
al. (1992) a atividade da fosfatase pode variar
conforme a sazonalidade, raca dos animais,
periodo de lactacdo e volume de leite produzido.

Ainda pode ser observado que o desvio
padrao aumentou conforme a quantidade de
leite cru adicionada aos tratamentos, o que
pode ter sido responsavel pela falta de diferenga
estatistica entre as médias de absorbancia do
leite pasteurizado e dos tratamentos com 1%
e 2% de leite cru. Pode-se inferir que o kit de
reagentes ndo ¢ tdo sensivel quanto as tiras,
mesmo quando a leitura dos resultados ¢
observada em um espectrofotdmetro.

Avariagao do bindomio tempo-temperatura
na pasteurizagao pode ter sido responsavel por
diferentes quantidades residuais de fosfatase
alcalina ativa. Consequentemente pelo maior
desvio e erro padrao dos valores de absorbancia
do leite pasteurizado quando comparados com
os tratamentos 1% e 2%, uma vez que esses
leites foram obtidos do comércio e, portanto
oriundos de diferentes laticinios. Painter;
Bradley (1997) concluiram que oscilagdes
no tempo-temperatura de pasteurizagio
influenciam até 7% da atividade residual da
fosfatase alcalina.

Considerando-se a quantidade maxima
permitida de aerdbios mesofilos no leite cru
pela Instrugao Normativa 62 (BRASIL, 2011)
de 600 mil UFC/mL, a presenga de 1 a2 % de
leite cru no leite pasteurizado pode representar
a inclusdo de até 12 x 10°bactérias/mL. Esses
valores se tornam expressivos considerando
que varios patdgenos possam estar presentes,
como Staphylococcus aureus, Campylobacter
Jejuni, Salmonella spp, Yersinia enterocolitica,
Listeria monocytogenes e Escherichia coli
(BELOTI et al., 1999; JAYARAO; HENNING,
2001; NERO et al., 2008; TEBALDI et al.,
2008; MATTOS et al., 2010).

Peroxidase

Observou-se que das 80 amostras
analisadas de acordo com a técnica re-
comendada pela legislagdo brasileira (BRASIL,
2006), 75 (93,75%) foram positivas e 5
(6,25%) amostras de leites foram negativas.
Ao se analisar as amostras com o uso das tiras
comerciais (Laborclin) 68 (85%) amostras de
leite apresentaram-se positivas com a mudanca
de cor nas tiras do branco para tonalidades do
marrom, e 12 (15%) amostras analisadas foram
negativas nao apresentando mudanga na cor da
area sensibilizada da tira. Essa diferenca de
resultados entre os testes ndo foi significativa
(p>0,05) segundo o teste de qui-quadrado.
Ambeas as analises realizadas sdo qualitativas,
porém, de acordo com Behmer (1999) ao
trabalhar com a pesquisa de peroxidase, na
qual se usa a prova do guaiacol, observa-se a
formacdo de uma coloragdo salmdo. Apesar
de ndo ser uma prova quantitativa, pode-se
considerar que tonalidades fracas significam
menor quantidade de peroxidase no leite.

O desempenho dos testes ndo apresentou
diferenga. As tiras comerciais podem ser
usadas como prova de rotina, principalmente
pela facilidade, rapidez e praticidade do
teste em relacdo ao oficial, que necessita de
instrumentos e equipamentos, como pipetas ¢
banho-maria para sua realizagdo. No entanto,
devido a possivel ocorréncia de falsa negativos
nos resultados das tiras, é recomendavel
que o teste oficial seja empregado como
confirmatorio nos casos em que as tiras
comerciais apresentarem-se negativas.

Auséncia de peroxidase em leites
pasteurizados pode ser associada a fraudes
por superaquecimento do leite para mascarar
baixa qualidade microbiologica da matéria
prima. Mas, também, pode ser decorrente
de falhas durante o processamento do leite
e no tempo/temperatura da pasteurizagdo
determinados na legislagdo brasileira. De
qualquer forma, esse aumento do bindémio
tempo/temperatura podera causar alteragdo
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no valor nutritivo, fisico e quimico deste
alimento, com modificagao e reducdo de suas
qualidades sensoriais ¢ nutricionais.

CONCLUSOES

As tiras reagentes sdo mais sensiveis
para identificacdo de pequenas quantidades
de fosfatase alcalina no leite, se consideramos
os resultados amarelo claro como positivos.
O kit de reagentes pode ndao conseguir
detectar a presenca dessa enzima quando o
leite pasteurizado estiver contaminado com
quantidades de até 2% de leite cru.

O desempenho das tiras para detecgdo
de peroxidase foi semelhante ao teste oficial
preconizado pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento. No entanto, por
seguranga, recomenda-se a confirmagao dos
resultados negativos das tiras pelo método
convencional.

As tiras para a deteccdo de fosfatase
alcalina e peroxidase mostraram-se eficientes,
podendo ser usadas como alternativas
as provas de rotina para detec¢do destas
enzimas em leites pasteurizados destinados
ao consumo a populacdo humana.
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