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Resumo

Bactérias do género Salmonella tém sido relatadas como os principais
agentes etiolégicos de doencas transmitidas por alimentos. O
desenvolvimento de biossensores capazes de detectar Salmonella sp. pode
ser uma ferramenta de grande importancia no controle da seguranca de
alimentos, impedindo a comercializacdo de alimentos que representem
riscos a salde humana. No presente trabalho, um imunossensor
amperométrico foi desenvolvido para a deteccao de Sa/monella sp. A
resposta amperométrica do imunossensor foi obtida apds estudos de
otimizacao, e o desempenho foi avaliado em diferentes concentracoes de
Salmonella. A curva de resposta do imunossensor apresentou um perfil
qualitativo frente as diferentes concentracdes de Sa/monella. As respostas
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foram avaliadas estatisticamente (p < 0,05) e apresentaram diferencas
significativas entre o controle (solucdo tampao) e as concentracdes de
Salmonella testadas (10" a 10° UFC mL"). O imunossensor apresentou

um limite de deteccao (LD) de 10 UFC mL’1, demonstrando ser mais
eficiente que a maioria dos métodos rapidos comercialmente disponiveis
para deteccao de Sa/monella. Esses resultados comprovam a eficiéncia
dos procedimentos de montagem, otimizacdo e obtencao da resposta
analitica adotados no desenvolvimento do imunossensor amperométrico
para a deteccao de Sa/monella sp.

Termos para indexacao: biossensor, metodologia, enterobactéria,
seguranca de alimentos.



Assembly and Performance

of an Amperometric
Immunosensor for Detection of
Salmonella

Abstract

Salmonella bacteria have been reported as the main cause of foodborne
diseases worldwide. The development of biosensors capable of detecting
the presence of Salmonella sp. can be a very important tool of food
safety control, preventing the release of food that represent a risk to
human health. In the present work, an amperometric immunosensor

to detect Salmonella sp. was developed from optimization studies in
different assembly and operation steps. The amperometric immunosensor
response was tested at different Salmonella concentrations for the
construction of the response curve and evaluation of device performance.
The immunosensor response curve showed a qualitative behavior in the
amperometric response against Salmonella. The results were evaluated
statistically (p = 0.05) and were found significant differences between
the control (buffer solution) and Salmonella concentrations (10" to 10°
CFU mL-'). The immunosensor showed a detection limit of 10 CFU mL’,
demonstrating to be more efficient than most commercially available rapid
methods for Salmonella detection. These results indicate the efficiency
of assembly, optimization procedures and obtainment of the analytical
response adopted in this study for the detection of Salmonella sp.

Index terms: biosensor, methods, enterobacteria, food safety.
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Introducéao

A seguranca de alimentos é uma preocupacao crescente das industrias
e dos consumidores, devido ao constante e elevado nimero de surtos
envolvendo microrganismos patogénicos. O género Sa/monella,
segundo autoridades de salde no Brasil e nos Estados Unidos, é o
agente etiolégico mais associado aos surtos de intoxicacao alimentar. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), no periodo de 2000
a 2014, registrou 1.564 surtos associados aos alimentos contaminados
por Salmonella sp. (ANVISA, 2014), enquanto os Centers of Diseases
Control and Prevention (CDC) nos EUA, no periodo de 1998 a 2008,
registraram 1.449 surtos (CENTERS OF DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2013).

A legislacao brasileira (ANVISA, 2001) estabelece os padrdes
microbiolégicos para alimentos e determina que o alimento apropriado
para consumo humano deve apresentar auséncia de Sa/monella sp. em
25 g da amostra. Esse padrdo nao se aplica as aves e seus derivados,
por serem hospedeiros naturais de Sa/monella, devendo o controle ser
garantido nas etapas de processamento e de preparo do alimento. Os
métodos convencionais para deteccao de Sa/monella sdo considerados
demorados, necessitando de, no minimo, cinco dias para a confirmacao
do resultado (ANDREWS et al., 2014). Por outro lado, os métodos com
base nos ensaios imunolégicos e na reacdo em cadeia da polimerase,
polymerase chain reaction (PCR), sdo mais rapidos, porém ainda nao
estdo difundidos no controle de qualidade de alimentos em virtude

do seu alto custo e necessidade de estrutura laboratorial especifica e
onerosa, além de alto investimento na capacitacao de profissionais para
a execucao das atividades laboratoriais e operacao de equipamentos.

As industrias de alimentos precisam adequar-se aos regulamentos
estabelecidos pelas autoridades sanitarias, aos requisitos do mercado
externo e ao aumento do nivel de exigéncia do mercado interno,
mantendo a sua competitividade. Nesse cendario, tornou-se uma
questao estratégica buscar metodologias analiticas rapidas, confidveis,
praticas e de custo acessivel.
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Os biossensores sdo dispositivos bioeletrénicos capazes de detectar
rapidamente analitos (espécies quimicas e/ou biolégicas) tanto
quantitativa como qualitativamente (FURTADO et al., 2008). Esses
dispositivos sdo formados por dois componentes principais, um
biorreceptor e um transdutor, sendo o ultimo capaz de converter a
resposta bioquimica em um sinal elétrico. Entre os diferentes tipos
de transdutores, os mais utilizados sao: dpticos, piezoelétricos e
eletroquimicos. Os biossensores com transdutores eletroquimicos
tém sido relatados com frequéncia na deteccao de microrganismos
envolvidos em surtos de intoxicacao alimentar (ARORA et al., 2013),
sendo amplamente usados em diferentes areas e considerados uma
alternativa de resposta rapida para a deteccao de bactérias patogénicas
(VELUSAMY et al., 2010).

O desempenho de um imunossensor também estéa relacionado ao
procedimento de imobilizacdo de biomoléculas. Com o objetivo de
intensificar a resposta de imunossensores, a maioria dos protocolos
inclui estudos de otimizacdo que envolvem testes com diferentes
métodos de imobilizacado e concentracdes das biomoléculas (BABACAN
et al., 2000; MANTZILA et al., 2008). A imobilizacao de anticorpos de
forma orientada tem apresentado resultados promissores, melhorando
a especificidade e sensibilidade da deteccdo de bactérias, em
comparacao com imunossensores sem orientacao das imunoglobulinas
(MAKARAVICIUTE; RAMANAVICIENE, 2013). Esse comportamento
provavelmente ocorre devido a afinidade natural da proteina A pela
regiao Fc (Fracao constante), impedindo o bloqueio dos locais ativos
(regidao Fab) para a ligacao ao antigeno. Babacan et al. (2000) testaram
diferentes métodos de imobilizacao de anticorpos no desenvolvimento
de um imunossensor e verificaram que a imobilizagcdo orientada de
anticorpos com proteina A apresentou resultados mais estaveis e
reprodutiveis.

Neste trabalho, foi desenvolvido um imunossensor amperométrico para
deteccao de Salmonella sp. a partir de eletrodos de ouro.
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Material e Métodos

A superficie dos detectores foi modificada empregando a técnica de
monocamada automontada, usando tiol, proteina A, albumina bovina
(BSA), anticorpo priméario anti-Sa/monella e anticorpo secundério
anti-Sa/lmonella marcado com a enzima peroxidase. A resposta analitica
do imunossensor foi avaliada em tampao fosfato com diferentes
concentracdes da bactéria (Figura 1).

1) Eletrodo de ouro e 2) ¢ 3) ilizaca 4) 5) Ligacdo do anticorpo 6) Resposta analitica
formagéo da monocamada de proteina A do anticorpo do antigeno secundario conjugado
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Figura 1. Esquema da estrutura do biossensor, apresentando as etapas de
montagem e a resposta analitica.
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A resposta analitica do imunossensor apresentado neste trabalho

foi obtida pela técnica de cronoamperometria a partir da degradacao
de H,0, A reacéo foi catalisada pela enzima Horseradish peroxidase
(HRP) e mediada por hidroquinona (HQ). A resposta mediada tem sido
adotada, preferencialmente, no desenvolvimento de imunossensores.
Dentre os mediadores, a HQ tem se destacado no desenvolvimento

de dispositivos que utilizam anticorpos marcados com a enzima HRP.
Uma das razdes que justificam sua aplicacdo é a sua reducao em baixo
potencial elétrico, caracteristica que diminui os riscos de inativacao
das biomoléculas presentes na estrutura do imunossensor, além de
reduzir as chances de interferéncia com outras moléculas presentes na
amostra. A resposta analitica ocorre em funcao da doacao de elétrons
da HQ para a enzima HRP, oxidada pela catélise do peréxido de
hidrogénio. Em seguida, moléculas de HQ difundem-se para a superficie
do eletrodo de ouro, onde sofrem rapida transferéncia eletronica
(reducao) (ROSATTO et al., 2001).

Microrganismos

O estudo foi realizado com a cepa de referéncia de Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC® 51812, adquirida

da Microbiologics® (Saint Cloud, MN, USA). A cepa liofilizada foi
ativada em caldo infusao de cérebro e coracao (Becton, Dickinson

and Company, Sparks, USA) a 35 °C por 24 +2h e repicada em &agar
infusdo de cérebro e coracédo a 35 °C por 24 + 2h, para a obtencéao

de colobnias isoladas. A cultura estoque foi mantida em agar infusao

de cérebro e coracao inclinado, armazenada sob refrigeracéo (4 °C), e
em caldo infusdo de cérebro e coracdo adicionado de 25% de glicerol
(80% v/v) conservado a uma temperatura de -80 °C. As culturas para
avaliacdo da performance do imunossensor foram preparadas a partir
do crescimento de cinco colénias da cepa de referéncia em 10 mL de caldo
nutriente (Becton, Dickinson and Company, Sparks, USA) a 35°C
por 24 + 2 h, seguida de centrifugacdao em rotacdao de 3.000 rpm
por 30 min a temperatura ambiente. A massa de células foi lavada
trés vezes e suspensa em 10 mL de tampao fosfato (PBS pH 7,4).

Em seguida, as diluigcbes foram preparadas no mesmo tampao. A
contagem em placas foi realizada em agar nutriente (Becton, Dickinson
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and Company, Sparks, USA) a 35 °C por 24 +2h, e o resultado foi
expresso em unidades formadoras de col6nias por mL (UFC mL™").

Soros anti-Salmonella

Para obtencao dos anticorpos, foram utilizados soros polivalentes
anti-Sa/monella O Poli A-l e Vi adquiridos da Difco™. Os anticorpos
foram purificados por precipitacdo com (NH,),SO, com 45% de
saturacao (GREEN; HUGHS, 1955). A solucdo obtida foi mantida
sob agitacao durante 30 min, seguida de repouso por 24 horas para,
posteriormente, ser centrifugada a uma rotacdo de 10.000 rpm por
15 min a temperatura de 4 °C. O precipitado foi coletado e dialisado
contra dgua deionizada por 24 horas. Apés a diélise, o anticorpo

foi liofilizado e sua concentracao foi determinada pelo método

de Bradford (1976). Para esse ensaio, o anticorpo liofilizado foi
pesado e diluido em 1 mL de tampéao fosfato. Uma solucao
padrao na concentracdo de 1 mg mL' de BSA foi preparada para
a obtencao de diluicoes e elaboracao da curva de calibracdo em
espectrofotdmetro utilizando comprimento de onda de 595 nm. A partir
da equacdo da curva da solucado padrao, foi obtida a concentracao
final do anticorpo. Para verificar se a integridade do anticorpo foi
mantida no processo de purificacao, este foi avaliado por ensaio de
aglutinagdo em lamina, conforme método do fabricante. Uma gota
do anticorpo purificado foi adicionada a uma gota de suspensao
bacteriana de Sa/monella Typhimurium sobre uma lamina e
observacao apés 2 minutos.

Para a obtencdo do anticorpo secundario, o anticorpo primario foi
conjugado com a enzima peroxidase de raiz forte Horseradish (HRP)
(Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, EUA) conforme metodologia de
Avrameas (1969). A conjugacao foi realizada pela dissolucao da

enzima peroxidase em solucdo do anticorpo primario com concentracao
conhecida e adicdo de 2 pL de glutaraldeido 25%. A massa da enzima
peroxidase foi trés vezes a concentracao do anticorpo primario. A
solucao foi mantida em repouso durante 2 horas e, em seguida, o
anticorpo secundério conjugado foi dialisado contra agua deionizada por
24 horas.
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Montagem do imunossensor
Pré-tratamento do eletrodo

Eletrodos de ouro (n=3), com area média de 0,020 cm?, foram polidos
com alumina (0,3 um) durante 5 min. Seguidamente, a superficie foi
colocada dentro de solucdo de etanol 96% em banho ultrassénico
durante 10 min. Ao final, os eletrodos foram testados por meio da
técnica de voltametria ciclica em solugdo de K,[Fe(CN), 4 mM e

KCI 1M com janela de potencial de -0,30 V a 0,75 V e velocidade

de varredura de 100 mV s, no intuito de verificar a eficiéncia do
procedimento de pré-tratamento. A eficiéncia da limpeza da superficie
pode ser comprovada rapidamente observando: a) a separacao dos
picos catédicos e anddicos da superficie de ouro em solucao de
K,[Fe(CN),] 4 mM e KCI 1 M (essa diferenca deve ser aproximadamente
de 57/n (mV), em que n=n° de elétrons) e b) a relacdao de correntes
(i /i) igual a 1.

Procedimento de imobilizacdo

A superficie de ouro foi modificada empregando a técnica de
monocamadas automontadas (SAMs). Apds o pré-tratamento, os
eletrodos foram imersos em solucao etandlica de cisteamina (cis) 10 mM
durante 3 horas, lavados com 4dgua destilada e secos a temperatura
ambiente.

A proteina A (protA) de Staphylococcus aureus foi imobilizada

sobre a monocamada de cisteamina. Inicialmente, para ativacao

dos grupos carboxilicos da protA, esta foi adicionada a solucao de
N-hidroxisuccinimida/N-(3-dimetilaminopropil) - N’'-etilcarbodiimida

- (EDC/NHS) (2 mM/5 mM), durante 1 hora (PIMENTA-MARTINS et
al., 2012). Em seguida, o eletrodo modificado com cis foi imerso em
solucao de protA ativada durante 1 hora. Apds cada etapa de imerséo,
o eletrodo foi lavado com solucao tampao fosfato 10 mM (pH 7,4).

O eletrodo modificado cis-protA foi imerso overnight em solucao
de anticorpo primario anti-Sa/monella (Ac). Em seguida, as ligacoes
inespecificas do eletrodo cist-protA-Ac foram bloqueadas com solucao
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de albumina de soro bovino 1% durante uma hora. No préximo passo,
o imunossensor foi imerso em 100 pL de cultura de Sa/monella
Typhimurium contendo 10%8 UFC mL" durante 1 hora e, em seguida,
em solucao de anticorpo conjugado com a enzima peroxidase HRP
por 1 hora.

Para definir a melhor concentracdo de protA e Ac no desempenho do
imunossensor, foram conduzidos ensaios variando as concentracoes de
proteina A em 5,0 mg mL"; 7,6 mg mL"' e 10 mg mL" e de anticorpo
primario em 50 mg mL"; 75 mg mL"' e 100 mg mL'. A resposta
analitica do imunossensor para as diferentes concentracoes foi obtida
por voltametria ciclica com velocidade de varredura de 100 mV s,
tempo de equilibrio de b s em janela de potencial de -0,4V a 0,4V e
solucdo tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 7,4) na presenca de peréxido de
hidrogénio e hidroquinona.

Avaliacao da resposta analitica

A resposta analitica do imunossensor para as diferentes concentracdes
da bactéria foi avaliada por meio de métodos voltamétricos utilizando
sistema eletroquimico de trés eletrodos, com eletrodo Ag/AgCl como
referéncia, eletrodo helicoidal de platina como auxiliar e eletrodo de
ouro como trabalho (3, = 0,020 cm?). Foi utilizado um potenciostato/
galvanostato (Autolab/PGSTAT12) com o software GPES (v.4.9.007).
Os estudos de cronoamperometria foram realizados apés a adicao

de peréxido de hidrogénio e hidroquinona a potencial constante

por um tempo 120 s até que uma linha de base fosse estabelecida.
Foram otimizados os parametros de resposta do sensor em relacao

a concentracado do substrato da enzima e do mediador utilizando

o delineamento de composto central rotacional (DCCR). O efeito

dessa interacdo foi estudado por meio de um planejamento DCCR 22,
contendo trés pontos centrais e quatro pontos axiais, totalizando 11
ensaios.

Para elaboracédo da curva de calibracao, a resposta analitica do
imunossensor foi obtida por meio da exposicao as diluicoes seriadas
de Sa/monella Typhimurium nas concentracdes de O a 10 UFC mL"’
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em solugao tampao fosfato. A resposta analitica nas diferentes
concentracdes da Sa/monela foi avaliada para a verificacdo da diferenca
significativa aplicando p < 0,05 e utilizando o programa STATISTICA
versao 8.0 da Statsoft.

Resultados e Discussao

Montagem do imunossensor
Otimizacdo das concentracées de proteina A e anticorpo

Na andlise dos voltamogramas apresentados na Figura 2a, observou-se
- ~ , -1

que, a partir da concentracao de proteina A de 7,5 mg mL ', ocorreu

um pico catédico mais resoluto e de maior amplitude de corrente elétrica.

(a) (b)

i (WA)
i (nA)

Anticorpo 50 mg mL”"

Proteina A 5,0 mg mL” 4
1 -25 | = Anticorpo 75 mg mL

Proteina A 7,5 mg mL’
—— ProteinaA 10,0 mg mL"

Anticorpo 100 mg mL”

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-0,4 -0,2 -0,0 -0,2 -0,4 -0,4 -0,2 -0,0 -0,2 -0,4

E (V) vs Ag/AgCI E (V) vs Ag/AgClI

Figura 2. Voltamogramas ciclicos para leituras do imunossensor variando
concentracdes: a) Proteina A 5,0 mgmL"; 7,6 mgmL" e 10 mg mL";

b) Anticorpo priméario 50 mg mL"; 75 mg mL" e 100 mg mL". Leituras
realizadas em tampao PBS (pH 7,4) em presenca de hidroquinona (4 mM) e
H,0, (600 mM), faixa de potencial de -0,4V a 0,4V av=100 mV s’

Durante a reacao catalitica, o mediador hidroquinona reage com a
enzima HRP utilizada como marcadora do anticorpo secundario (a qual
é oxidada durante a catéalise da degradacao do peréxido de hidrogénio)
e doa os elétrons necessarios para o restabelecimento do estado
inicial do anel porfirinico da HRP. Quanto maior a intensidade da
corrente com melhor definicdo do pico catédico, maior a transferéncia
eletronica entre essas moléculas. Dessa forma, espera-se que, nessas
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concentracoes, a resposta analitica do imunossensor seja intensificada.
A mesma avaliacao foi conduzida para determinagcado da concentragcao
de anticorpos e foi observado melhor desempenho na concentracao
de 75 mg mL" (Figura 2b). Com base nesses resultados, as concentraces
de proteina A e anticorpo foram padronizadas para 7,5 mg mL"

e 75 mg mL”, respectivamente, no intuito de dar continuidade ao
desenvolvimento do imunossensor.

Otimizacéo das concentracées de Hidroquinona e H,0,

Respostas em diferentes concentracdes de H,0, (0,2 mM a 500 mM)
e HQ (0,04 mM a 6 mM) estao apresentadas no grafico de superficie
de resposta (Figura 3). Os resultados demonstraram uma regiao 6tima
para a resposta analitica, localizada na faixa entre as concentracdes de
200 mM a 450 mM para o H,0, e acima de 2,5 mM para a HQ. Foram
selecionadas as concentracdoes de 300 mM para H,0, e 3 mM para
HQ, a fim de otimizar a resposta analitica e assegurar a integridade das
biomoléculas que formam o sistema.

Figura 3. Superficie de
resposta do desempenho
do imunossensor por
cronoamperometria em
diferentes concentracdes de
HQ e H,0,.

W) Buenod

A intensidade do sinal analitico, proveniente das reacdes de oxidacao-
-reducao, depende das concentracdes de H,0, e HQ na célula
eletroquimica. Altas concentragbes de peréxido de hidrogénio podem
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inativar a enzima HRP, ocorrendo queda na corrente do pico catédico
e interferindo na resposta analitica do dispositivo. A influéncia da
concentracao do mediador hidroquinona na resposta do biossensor foi
observada por Silva (2010), que evidenciou o aumento de corrente
catdédica com o aumento da concentracao de hidroquinona. Em baixas
concentracoes de hidroquinona, a resposta do biossensor depende

da concentracao do mediador. Somente quando a concentracido

de hidroguinona é otimizada, a resposta do biossensor se torna
dependente da concentracao do substrato (MENDES, 2006).

Curva de resposta do imunossensor

A curva de resposta amperométrica do imunossensor na presenca

de diferentes concentracdes de Sa/monella Typhimurium em tampao
PBS est4 apresentada na Figura 4. A quantidade de bactérias foi
confirmada para todas as concentracoes, e os resultados das contagens
demonstraram uma padronizacao eficiente do método de preparacao

da cultura. O procedimento permitiu a preparacdo de uma cultura
bacteriana com 108 UFC mL" a partir da qual procederam-se diluicGes
seriadas para obtencado das concentrac6es menores.

0.5 Figura 4. Curva de resposta
amperométrica do imunossensor
em diferentes concentracoes de

"7 I Salmonella Typhimurium
1 (0 UFC mL" a 10° UFC mL").
< 15 Resposta analitica em tampao
2 I i I I I I PBS 10 mM (pH 7,4) com H,0,
300 mM e hidroquinona 3 mM
20 potencial de 75 mV por 120 s.

0 10' 10° 10° 10° 10 10
Concentragdo Salmonella UFC mL”

O imunossensor apresentou um limite de deteccdo (LD) de 10 UFC mL",
demonstrando-se mais eficiente que a maioria dos métodos rapidos
comercialmente disponiveis para deteccdo de Salmonella. Métodos



Etapas de Montagem e Funcionamento de um Imunossensor Amperométrico para
Deteccédo de Salmonella

baseados em ensaios imunoenzimaticos (Elisa) e em reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) apresentam LD em torno de 10* UFC mL"' a 10°
UFC mL" e necessitam de etapa de pré-enriquecimento da amostra
(LEE et al., 2015).

A resposta analitica do imunossensor foi obtida apds separacao das
células por centrifugacao e suspensao em tampao PBS, conforme
detalhado na metodologia. Esse procedimento, provavelmente,
removeu possiveis interferentes presentes no meio onde as bactérias
foram cultivadas e, consequentemente, facilitou o reconhecimento
do antigeno pelo imunossensor, permitindo alcancar um nivel de
sensibilidade maior que os demais métodos.

A reprodutibilidade foi calculada com base na Equacao 1 e apresentou
um valor de 8,2%. Esse é um parametro que indica o grau de precisao
do método desenvolvido e esta diretamente relacionado com a
metodologia de montagem e funcionamento.

DPR = (desvio padrdo / média) x 100 (Eq. 1)

Pimenta-Martins et al. (2012), utilizando um protocolo semelhante,
desenvolveu um imunossensor amperométrico para a deteccao de
enterotoxina de Staphylococcus aureus com um DPR de 8,3%. Outro
aspecto importante no desempenho do imunossensor desenvolvido foi
a rapidez na obtencao da resposta de deteccao. O tempo de analise
do dispositivo foi de 125 min, bastante rdpido quando comparado

a maioria dos métodos rdpidos, bem como a todos os métodos
convencionais disponiveis no mercado. Respostas rapidas sao de
extrema importancia para reduzir a incidéncia de contaminagdes por
Salmonella. Além disso, o método aplicado para a obtencédo da resposta
analitica necessitou de uma estrutura simples, com uma quantidade
reduzida de reagentes e facilidade de manipulacdo. Outro aspecto
importante é a possibilidade de miniaturizacdo e portabilidade do
sistema, permitindo a realizacao da andlise em qualquer ponto de uma
cadeia produtiva.
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Observou-se um perfil qualitativo na resposta do imunossensor frente
as diferentes concentracdes de Sa/monella Typhimurium testadas. Os
resultados foram avaliados estatisticamente (p < 0,05) e apresentaram
diferencas significativas entre o controle (tampao com auséncia de
Salmonella) e as concentracdes de Sa/monella testadas (10" UFC mL"’

a 10% UFC mL"). A resposta do imunossensor desenvolvido é bastante
interessante, visto que a exigéncia dos principais 6rgaos regulamentadores,
como Food and Drug Administration (FDA), European Food Safety
Authority (EFSA) e Agencia Nacional de Vigilancia Sanitéria (Anvisa),
é de auséncia da bactéria em alimentos, ndao sendo necesséaria sua
quantificacao.

Quando comparado a outros estudos de desenvolvimento de
imunossensores amperométricos para deteccao de Salmonella (OH et al.,
2004a; OH et al., 2004b; BAE et al., 2005; MANTZILA et al. 2008),
o resultado obtido no presente trabalho demonstrou-se mais eficiente,
pois apresentou um dos menores LDs entre os imunossensores
reportados na literatura. Esse resultado indica a eficiéncia dos
procedimentos de montagem, otimizacao e obtencao da resposta
analitica adotados neste estudo, cujos resultados foram apresentados
na etapa de desenvolvimento do imunossensor.

Conclusao

O método de montagem e funcionamento do imunossensor
desenvolvido é eficiente, produzindo um dispositivo capaz de detectar
bactérias do género Sa/monella com rapida resposta analitica e baixo
limite de deteccao. O dispositivo apresenta potencialidades para
miniaturizacao e aplicacdo no monitoramento desse patégeno no
processo produtivo de alimentos.
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