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Atualmente, os métodos convencionais para 
detecção de Salmonella são considerados 
demorados, necessitando de, no mínimo, cinco dias 
para a conclusão de um diagnóstico (ANDREWS 
et al., 2014). Outro aspecto desfavorável para 
o uso desses métodos é que se faz necessária 
uma estrutura laboratorial específica, onerosa e 
com profissionais capacitados para a execução 
de técnicas complexas. Nesse contexto, os 
biossensores representam uma alternativa de 
resposta rápida para a detecção de bactérias 
patogênicas em alimentos, destacando-se 
os biossensores que utilizam transdutores 
eletroquímicos, pois podem ser miniatuarizados e 
usados rotineiramente, a exemplo do que acontece 
com os glicosímetros comerciais encontrados 
facilmente em farmácias. 

No Brasil, no período de 2000 a 2014, 7% dos 
surtos alimentares causados por Salmonella foram 
veiculados por leite e seus derivados (BRASIL, 
2015). Sob o ponto de vista analítico, o leite é 
considerado uma matriz complexa devido à sua 
composição. A presença de lipídeos, carboidratos, 
proteínas complexas, antibióticos e bactérias, 
entre outros, pode reduzir a sensibilidade e a 
especificidade de métodos analíticos para análise 
do leite (MORTARI; LORENZELLI, 2014).

O biossensor foi desenvolvido a partir da técnica 
de automontagem utilizando eletrodos de ouro 
com área média de 0,020 cm2, sobre os quais 
foi inicialmente formada a monocamada de 
cisteamina (10 mM) e, em seguida, houve a 
ligação da proteína A (7,5 mg mL-1), que permitiu 
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a imobilização orientada do anticorpo primário 
anti-Salmonella (75 mg mL-1). O reconhecimento 
do antígeno foi evidenciado por meio da ligação 
do anticorpo secundário marcado com a enzima 
peroxidase, aplicando a técnica cronoamperometria 
(75 mV por 120 segundos). O desempenho 
analítico do biossensor foi avaliado para a 
detecção de Salmonella em três tipos de leite 
UHT desnatado, UHT integral e cru, previamente 
contaminados.

As amostras de leite foram inicialmente avaliadas 
para a presença de Salmonella. Adicionalmente, 
no leite cru, avaliou-se a presença de coliformes 
e quantificação de bactérias aeróbias mesófilas 
(possíveis interferentes por reação cruzada na 
resposta analítica do biossensor). Posteriormente, 
as amostras foram contaminadas com 
concentrações diferentes de S. Typhimurium: 101, 
103 e 106 UFC mL-1 (concentrações confirmadas 
aplicando-se a técnica spread-plate). Para a análise 
de leite UHT desnatado, não foi necessário nenhum 
tipo de tratamento da amostra. O biossensor 
foi deixado em contato com cada amostra 
contaminada durante 60 minutos e, em seguida, 
foi lavado com tampão PBS (phosphate buffered 
saline pH 7,4). Na próxima etapa, o biossensor 
foi imerso em solução com anticorpo secundário 
marcado com peroxidase por 60 minutos e, 
posteriormente, lavado com tampão PBS. A 
resposta amperométrica foi obtida, e o biossensor 
foi capaz de diferenciar as amostras contaminadas 
das amostras controle (ausência de Salmonella) com 
limite de detecção de 10 UFC mL-1 calculado com base 
na equação LOD = X + t(n-1,1-α) x SD (em que X é a 
média dos resultado das amostras controle; t é tabelado 
para a distribuição t de Student; SD é desvio padrão), 
de acordo com Inmetro (2011).

Para as análises dos tipos de leite cru e UHT 
integral, foi incluída uma etapa de centrifugação da 
amostra para remoção da gordura. Desse modo, a 
amostra contaminada foi inicialmente centrifugada 
a 5.000 rpm por 30 minutos, e o precipitado, 
contendo as células de Salmonella, foi suspenso 
em tampão PBS e submetido à análise pelo 
biossensor e também à contagem para confirmação 
das concentrações de Salmonella testadas. A partir 
dessa etapa, seguiu-se o mesmo procedimento 
adotado na análise do leite UHT desnatado. O 
limite de detecção do biossensor para as amostras 
de leite UHT integral e cru foi de 10 UFC mL-1. 

Esse resultado demonstra que o tratamento das 
amostras de leite por meio da centrifugação foi 
eficiente permitindo que o biossensor apresente o 
mesmo desempenho nos três tipos de leite testados.

Os resultados das análises microbiológicas do leite 
cru, realizadas antes da etapa de contaminação com 
Salmonella, evidenciaram contagens de bactérias 
mesófilas e coliformes termotolerantes em ordem 
de 106 e 105 UFC mL-1, respectivamente, e ausência 
de Salmonella. A população bacteriana presente 
no leite cru não interferiu na resposta analítica do 
biossensor. O desempenho analítico do dispositivo foi 
semelhante em todas as amostras de leite testadas e 
manteve-se em 10 UFC mL-1, confirmando se tratar 
de um procedimento recomendável para a detecção 
de Salmonella em leite. 

Diante dos resultados apresentados, o biossensor 
eletroquímico desenvolvido com base na presente 
metodologia poderá ser aplicado como uma 
ferramenta alternativa para detecção mais rápida de 
Salmonella em leite. No entanto, para as amostras 
de leite que apresentam gordura em sua composição, 
como o integral e o cru, recomenda-se uma etapa 
de centrifugação das amostras, a fim de removê-la e 
evitar resultados falhos na detecção de Salmonella.
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