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/RESUMO - O leite materno pasteurizado nos Bancos de Leite Humano passa pelo controle de qualidade microbiolégico, a fim de\
disponibilizar um leite isento de contaminacao. Outro método é a prova da Fosfatase Alcalina: enzima totalmente inativada durante a
pasteurizagao. Na escolha de um novo método, algumas consideracoes devem ser seguidas, como: condicoes ideais de analise, custo,
tempo de andlise e complexidade do método. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo comparar a eficiéncia da analise da
Fostatase Alcalina com a microbiolégica para, avaliar a qualidade do leite materno pasteurizado no Banco de Leite Humano do
Hospital Agamenon Magalhaes. Setenta e cinco amostras foram coletadas em vidros estéreis, sendo realizados ensaios em triplicata,
atingindo um total de 225 andlises: 25 amostras de leite cru para controle do teste da Fosfatase Alcalina; e 50 amostras de leite pas-
teurizado, sendo metade empregada para cultura microbiolégica e metade para andlise de deteccao da Fosfatase Alcalina em leite.
Os resultados evidenciaram, em ambas as andlises, pasteurizacao adequada. No entanto, a andlise da FA, mostrou ser um método sim-
ples, pratico, rdpido e de menor custo quando comparado a analise microbiolégica, o que facilita sua adocao pelos Bancos de Leite

Humano.

PALAVRAS-CHAVE - Banco de Leite, Pasteurizacao, Fosfatase Alcalina, Leite Humano. /

SUMMARY - The pasteurized mother milk in the Human Milk Banks passes for the microbiological quality control, in order to dispose\
a milk exempt of contamination. Another method is the test of the Alkaline Fosfatase: enzyme totality inactivated during the pasteur-
ization. In the choice of a method some considerations must be followed, as: ideal conditions of analysis, cost, time of analysis and
complexity of the method. Being thus, this work had for objective to compare the efficiency of the analysis of the Alkaline Fosfatase
with the microbiological one to evaluate the quality of pasteurized mother milk in the Human Milk Bank of the Hospital Agamenon
Magalhdes. Seventy and five samples had been collected in barren glasses, being realized assays in third copy, reaching a total of 225
analyses: 25 of raw milk for control of the test of the Alkaline Fosfatase; and 50 of pasteurized milk, being half for microbiological cul-
ture and half for analysis with piece for detention of Alkaline Fosfatase in milk. The results evidenced in both analyses adequate pas-
teurization. However, the analysis of the FA showed to be a simple method, practical, fast e of lesser cost when compared with the
microbiological analysis, what it facilitates its adoption for the Human Milk Banks.
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INTRODUCAO

amamentacdao, além de aumentar o vinculo afetivo

mae-filho, evita a contaminacao do leite materno, pois
o produto vai direto da fonte, o peito, ao consumidor, o
bebé”. No entanto, alguns recém-nascidos, geralmente
prematuros e/ou baixo peso, podem estar impossibilitados
clinicamente de mamarem; entao, se faz necessaria a orde-
nha deste leite. Para oferecer uma melhor qualidade do
leite ordenhado oferecido a estes bebés foram criados os
Bancos de Leite Humanos — BLH™.
A Rede Nacional de Banco de Leite Humano — REDE BLH" -
define BLH como “responsavel pela promocéao e incentivo ao
aleitamento materno e execucao das atividades de coleta,
processamento e controle da qualidade do colostro, leite de
transicao e leite humano maduro, para posterior distribuicao”.
Hoje, o Brasil comporta 175 Bancos de Leite Humano, sendo
34 destes localizados no Nordeste, dos quais apenas 9 estao
em Pernambuco, que compreende: Hospital Agamenon
Magalhaes (HAM), Hospital Barao de Lucena (HBL),
Hospital de Avila, Hospital das Clinicas de Pernambuco
(HC), Hospital Dom Malan, Hospital Esperanca, Hospital
Jesus Nazareno, Instituto Materno Infantil (IMIP) e
Maternidade Professor Monteiro de Morais (CISAM)™.
Dentre os servicos acima citados, destacam-se o IMIP, que
é um Centro de Referéncia Nacional em Aleitamento e pri-

meiro do Brasil a receber o titulo de Hospital Amigo da
Crianca em 1992 e 0 HAM que, além de possuir o titulo
de Hospital Amigo da Crianca desde 1995, é responsavel
pelo processamento do leite ordenhado in loco, como tam-
bém de amostras do Hospital Bandeira Filho e da
Maternidade Barros Lima. Estes dois tultimos hospitais nao
possuem BLH, apenas Postos de Coleta de Leite Materno.
Nos Bancos de Leite, o leite materno, apés ordenha assép-
tica e num prazo maximo de 15 dias a partir de sua coleta,
deve ser pasteurizado e passar por um rigoroso controle da
qualidade, a fim de disponibilizar um produto com alto
valor nutritivo e isento de contaminac¢ao”.

Segundo Costa®, a pasteurizacao é o tratamento aplicado
ao leite humano, que visa a inativacao térmica de 100% das
bactérias patogénicas e 90% de sua flora saproéfita, através
do bindémio temperatura/tempo de 62,5°C durante 30 minu-
tos, baseado na inativacao térmica da Coxiella burnetti.

No que se refere a andlise do leite pasteurizado, segundo a
Rede BLH12, "o cultivo dos indicadores deve ser simples,
economicamente vidvel e seguro, minimizando a possibili-
dade de resultados falso-positivos”. Por este motivo, novos
métodos sao propostos e alguns aceitos ao se enquadrarem
nestas exigéncias.

Atualmente, o controle da qualidade do leite humano é
realizado através da andlise microbiolégica proposta por
Novak e Almeida', utilizada, desde entao na rotina dos
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Bancos de Leite do pais, que verifica a presenca ou ausén-
cia de coliformes totais no leite pasteurizado através de
cultura em Caldo Verde Bile Brilhante Lactose por 48 horas
em estufa. Anteriormente a esta, o método usado era do
Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes™. Por outro
lado, Behmer® sugeriu outra andlise para garantir a quali-
dade do leite em escala industrial: a prova da enzima
Fosfatase Alcalina.

As enzimas sao substancias capazes de acelerar reacoes
quimicas sem serem consumidas nem compor no produto
final da reacao, sendo inativadas ou decompostas pela
acao de acidos e bases fortes, certos téxicos ou pelo calor®.
A Fosfatase Alcalina, enzima termossensivel, estd presente
em praticamente todos os tecidos do organismo, sendo a
Ossea e a hepdtica muito conhecidas clinicamente®!. Esta
enzima catalisa a hidrélise de ésteres fosféricos que, den-
tre outras fungoes, auxiliam na mineralizacao 6ssea®'.

No leite cru, a fosfatase alcalina esta sempre presente e é
totalmente destruida em aquecimento e temperaturas oti-
mas®®1%  Com base nesta informacao, em 1933, Kay e
Graham sugeriram a primeira reacao de fosfatase no leite® '
para verificar a eficiéncia da pasteurizacdao. Segundo estes
autores e VARNAM e SUTHERLAND?, ela é totalmente ina-
tivada a uma temperatura de 62°C por 30 minutos.

A primeira prova de Fosfatase Alcalina baseava-se em
incubar o leite com “fenil fosfato dissédico”, liberando
fenol e a cor produzida era comparada com o comparador
de Lovibond, que nao poderia exceder 2,3 unidades azuis
de Lovibond™".

Segundo Vilas', até 1960 a prova de Kay e Graham foi uti-
lizada como a prova oficial de fosfatase, sendo depois subs-
tituida pela reacao, mais rapida, de Aschaffenburg e
Mullen — modificada por Tramer e Wight em 1963 — usada
oficialmente para leite pasteurizado em escala industrial.
Esta reacao consiste em incubar de 1 a 5 mL de leite em
para-nitrofenil-fosfato dissédico, devidamente tamponado,
por 2 horas em 37/38°C. Se houver fosfatase, a solugao
apresentard uma cor amarela, devido a formacao de nitro-
fenol, que deve ser comparada ao disco de Lovibond, gra-
duado em pg de para-nitrofenol/mL de leite. O resultado
deve ser menor ou igual a 10 ng de para-nitrofenol/mL.
Por outro lado, Behmer” enfatiza que esta prova pode
durar de 30 minutos, prova rapida, a 24 horas, prova lenta.
Atualmente, existem métodos bem mais rdpidos e seguros,
como, por exemplo, as tiras de Fosfatase Alcalina (grafico 1).
Essas tiras utilizam o mesmo principio da reacéo oficial para a
industria de leite, sendo mais rapidas e faceis de visualizacao.
Varnam e Sutherland” descrevem as andlises realizadas
nos diversos tipos de leites de vaca em escala industrial e
os testes enzimaticos, inclusive a prova da fosfatase alcali-
na, é obrigatéria para estes leites.

Segundo Schonherr®, qualquer tipo de pasteurizacao des-
tréi a fosfatase lactea e, por isso, a andlise por esta enzima,
pode ser utilizada para verificar a higiene do leite subme-
tido a este processo.

Como caracteriza Torre", a prova da fosfatase alcalina, pela
sua facilidade e rapida execucao, constitui um elemento
fundamental de andlise precoce de uma boa pasteurizacao.
Mesmo com vantagens de execucdo rapida e eficaz, a
prova da fosfatase alcalina, ainda néao é aplicada na avalia-
cao do leite humano. Diante do exposto, surgiu a necessi-
dade de comparar a andlise microbiolégica e a prova da
fosfatase, cujo objetivo comum, visa verificar a eficiéncia
da pasteurizacao e avaliar as vantagens deste novo méto-
do para a qualidade do leite humano oferecido em Banco
de Leite Humano do Recife.
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MATERIAL E METODOS

Amostras de 200 mL de leite materno foram coletadas em
vidros estéreis, no Banco de Leite Humano do Hospital
Agamenon Magalhaes, de nutrizes doadoras, com no
maximo dez dias de pés-parto, durante o periodo de setem-
bro de 2005 a abril de 2006.

Para a selecao fisico-quimica dos leites, foram usados
os padrdes de acidez e crematécrito afixados nas normas
da ANVISA®: com acidez menor ou igual a 8°D (graus
Dornic) e com crematécrito maior ou igual a 250Kcal/L,
respectivamente.

O tamanho amostral foi de 75 amostras, nas quais foram
realizadas em triplicata, num total de 225 anélises, distri-
buidas em trés grupos: Grupo A (controle), com 25 amos-
tras de leite cru para testar a eficiéncia do kit da Fosfatase
Alcalina (tiras) e provar que as amostras cruas continham
Fosfatase Alcalina; Grupo B, constituido de 25 amostras de
leite pasteurizado para andlise microbiolégica e Grupo C,
com 25 amostras de leite pasteurizado para andlise da
Fosfatase Alcalina.

As amostras de leite cru foram submetidas a selecdo inicial
recomendada e, ap6s, colhidas aliquotas de 5 mL em tubos
de ensaio estéreis com o auxilio de pipetas estéreis. A
seqguir, as amostras do Grupo A foram pasteurizadas no
Banco de Leite, conforme normas do Ministério da Saude??,
sendo, em seguida, colhidas duas amostras: uma para o
Grupo B e a outra para o Grupo C.

Do total de amostras do Grupo B, 50 foram enviadas
ao Laboratorio Central Julido e as 25 restantes, ao
Laboratério Central do Estado (LACEN), conforme prética
usual neste hospital.

1. Determinacao microbiolégica

A andlise microbioldgica de leite humano utilizando Caldo
Verde Brilhante segue as normas afixadas pela ANVISA™,
baseada no estudo de Novak e Almeida', o qual consiste
em incubar 4 mL de leite pasteurizado em meio de cultivo
com Caldo Verde Bile Brilhante Lactose.

O Caldo Verde Bile Brilhante Lactose foi preparado na
concentracao de 50g para cada litro de dgua recém-desti-
lada, distribuido em tubos de ensaio contendo tubo de
Durhan - 10mL em cada tubo - e autoclavado a 121°C por
15 minutos. A seguir, acrescentou-se 4mL da amostra a ser
analisada e incubou-se a 36°C +1°C por 24 a 48 horas. A
presenca ou auséncia de gds no tubo de Durhan indica,
respectivamente, teste positivo ou negativo para colifor-
mes. Nos casos positivos, o resultado era confirmado atra-
vés de nova inoculacao, em tubos de 40g/L de dgua recém-
destilada, desta amostra com o auxilio de uma alca de pla-
tina e incubadas novamente a 36°C+1°C por 24 a 48 horas.

2. Determinacao da Fosfatase Alcalina

Para a realizacao da prova da enzima Fosfatase Alcalina no
leite foram utilizadas tiras reagentes da Laborclin® - kit da
prova de Fosfatase Alcalina no leite, em tiras,Céd. 917000,
Lote 50815014 -, onde se adicionou 1 mL da amostra em
um tubo de ensaio, o suficiente para imergir a parte rea-
gente da tira, aguardar 2 a 3 minutos e, a seguir, realizar a
leitura. Nos casos negativos, as tiras foram incubadas em
estufa por uma hora, a 37°C, a fim de confirmar o resulta-
do. Foi considerado resultado positivo (presenca da enzi-
ma), quando a parte reagente da tira apresentou coloracao
amarela, e negativo (auséncia da enzima) quando nao
apresentou coloracdo ou uma coloracdo amarelo-pélida.
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Analise estatistica

Os dados obtidos foram comparados e avaliados estatisti-
camente pelo teste do qui-quadrado (x?), com correcao de
Yates nos casos necessdrios, para verificar a existéncia de
diferenca significativa entre as duas analises.

RESULTADOS

Resultados e Discussao

Os resultados das andlises para a fosfatase alcalina estao
apresentados na figura 01. No Grupo A, observou-se que
em todas as amostras analisadas o resultado foi positivo
para a enzima. Isto mostra que o kit se comporta de forma
eficaz, pois no leite cru a FA esta presente.

Ap6bs a pasteurizacao, todas as amostras dos grupos B e C
mostraram resultado negativo (figura 1), indicando que a
pasteurizacao foi realizada com sucesso.

N° de Amostras

Figura 1. Resultado das andlises para a fosfatase alcalina (FA) no leite
cru (Grupo A), e no leite pasteurizado (Grupos B e C)

Foi visualizada nitida diferenca de coloracao do leite cru
(grupo A), para o leite pasteurizado (grupo C), positivo e
negativo, respectivamente, conforme observa-se na figura 02.

Figura 2. Amostras de tiras de Fosfatase Alcalina. Em cinza, amostra
de leite cru, e em palido, mesma amostra apds pasteurizacao.

Os dados obtidos de ambas as andlises, quando submeti-
dos a anadlise estatistica, mostraram um valor do y* de
73,0133, enquanto que o valor critico para alfa de 1% e 5%
é de 6,63 e 3,84, respectivamente. O valor do x* calculado
foi maior que o valor do y? tabelado ao nivel de significan-
cia de 1% e 5%, portanto ndo ha diferenca significativa
entre ambas as anélises.

No que se refere ao tempo de liberacao dos resultados, o
Laboratoério Julido enviou a analise numa média de 13 dias,
enquanto que o LACEN, em 26 dias.

DISCUSSAO

Segundo a REDE BLH", o leite humano processado em
Bancos de Leite Humano deve passar por rigoroso contro-
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~ le da qualidade, sendo atualmente utilizado o Caldo Verde
Brilhante para este controle. No entanto, Behmer® refere
que a Fosfatase Alcalina — FA - é totalmente inativada no
leite pasteurizado corretamente, e isto lhe concede a fun-
cao de ser um indicador de eficacia deste procedimento.
Schonherr® cita que qualquer tipo de pasteurizacao, da
lenta a rapida, € capaz de destruir a fosfatase alcalina e
que os microrganismos presentes no leite sdo destruidos,
em geral, mais rapidamente do que a fosfatase. Por isso,
ele recomenda que a anélise desta substancia seja utiliza-
da como regulador do “efeito higiénico” da pasteurizacao.
Neste estudo, comprovou-se que o kit de FA utilizado se
comporta de forma eficaz, ao nivel de significancia de 95%,
pois no leite cru a FA deve estar presente®'?'*1516 sendo,
portanto, detectada em todos os leites crus analisados e
ausente nos leites pasteurizados, fato também confirmado
em 100% das amostras.
Torre™, em 1966, ja se referia a prova da FA como de facil
e rapida execugao, além de ser util na identificagdao preco-
ce de um processo adequado de pasteurizacao. Isso corro-
bora com um dos objetivos da Rede BLH é expansao dos
Bancos de Leite Humano no Brasil’?, para atingir a maior
parte da populacao e reduzir a mortalidade infantil, um
método mais rapido, pratico e de menor custo, beneficiaria
o processamento do leite em unidades menores que preci-
sariam, ou precisam, de mais recursos e equipamentos
para sua manutencao.
Neste enfoque, o estudo apresentou diferenca significativa
entre os métodos. No método usual - Caldo Verde
Brilhante, baseado no estudo de Novak e Almeida' -, ha
necessidade de grande quantidade de material, de maior
espaco de tempo e de mao-de-obra para preparo do meio
de cultura, que tem como passo seguinte incubar por 48hs
em estufa. Por outro lado, o método proposto ja esta pron-
to para uso, obtendo-se resultado imediato ou em até uma
hora — tempo necessario para comprovar o resultado nega-
tivo — além de haver sensivel reducao de material, tempo e
mao-de-obra. O método usual, em alguns servicos, neces-
sita ainda de transporte para envio de material aos labora-
térios externos, pois este procedimento nao é realizado no
préprio hospital. No entanto, este novo método pode ser
realizado "in loco"”, diminuindo também os custos com
transporte.
Para a Rede BLH", "o cultivo dos indicadores deve ser sim-
ples, economicamente viavel e seguro, minimizando a pos-
sibilidade de resultados falso-positivos”. Portanto, sendo a
andlise da FA tao eficaz quanto a microbiolégica, com a
vantagem de ser mais facil de ser executada e de otimizar
tempo e custo, poderia ser aplicada em larga escala, em
toda a Rede BLH, em substituicdo a comumente usada, ou,
ainda, ser utilizada como primeira prova para garantir a
qualidade do leite pasteurizado, disponibilizado pelos
Bancos de Leite Humano.
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