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Resumo — Salmonella sp. € um dos principais agentes causadores de doen-
¢as transmitidas por alimentos. Essas bactérias podem contaminar os quei-
jos durante a producéo e o armazenamento. Testes rapidos para a deteccao
do patdgeno sao interessantes sob o ponto de vista pratico, como uma ferra-
menta alternativa de triagem, haja vista que o método-padréo de analise uti-
lizado pode levar até cinco dias. Nesse sentido, foi avaliado o desempenho
de um biossensor amperométrico em amostras de queijos comerciais con-
taminadas intencionalmente com Salmonella Typhimurium. O biossensor foi
montado pela técnica de monocamadas automontadas, a partir de eletrodos
descartaveis modificados para imobilizagdo de anticorpo anti-Salmonella.
Apds o contato com as amostras, o eletrodo foi colocado em contato com
solugao de anticorpo marcado com peroxidase para que ocorresse variagao
na corrente elétrica frente ao potencial aplicado quando o patégeno estives-
se presente. O dispositivo teve um limite médio de quantificagcdo (LQ) e de
detecgdo (LOD) de 1,41 UFC mL" e 0,35 UFC mL™, respectivamente. Na
presenca de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, houve variagédo de
corrente elétrica, embora seja possivel diferenciar da resposta observada na
amostra contaminada com Salmonella. Além disso, o biossensor ndo apre-
sentou sensibilidade quanto a presenga de Salmonella Typhimurium inativa.
O biossensor apresentou alta sensibilidade para o patégeno e tem potencial
de uso como uma ferramenta de triagem de amostras contaminadas por
Salmonella sp.

Termos para indexagao: queijo coalho, seguranga de alimentos.

Performance of an amperometric biosensor for detection
of Salmonella sp. in coalho type cheese

Abstract — Salmonella sp. is one of the leading causes of foodborne illnesses.
These bacteria can contaminate cheeses during production and storage.
Rapid tests for pathogen detection are interesting from a practical point of view
as an alternative screening tool, since the standard method of analysis used
can take up to five days to give results. In this sense, the performance of an



amperometric biosensor in a sample of commercial
cheese intentionally contaminated with Salmonella
Typhimurium was evaluated in this work. The
biosensor was assembled by the technique of self-
assembled monolayers, from disposable electrodes
modified for immobilization of anti-Salmonella
antibody Poly A-l and Vi. After contact with the
sample, the electrode was placed in contact with a
peroxidase-labeled antibody solution. A variation in
the electric current could occur against the electric
potential applied if the pathogen was present in
the sample. The device had a limit of quantification
(LQ) and detection (LOD) of 0.36 CFU mL" and
1.41 CFU mL" In the presence of Staphylococcus
aureus and Escherichia coli there was a variation
in electrical current, although it was possible to
differentiate it from the response observed in the
sample contaminated with Salmonella. Furthermore,
the biosensor was not sensitive to the presence of
inactive Salmonella Typhimurium. The biosensor
showed high sensitivity and has potential to be used
as a screening tool for samples contaminated by
Salmonella sp.

Index terms: coalho cheese, food safety.

Introducgao

Salmonella sp. € uma bactéria Gram-negativa,
anaerodbica facultativa, que cresce em temperatu-
ras de 8 a 45 °C e pH entre 4,0 e 9,0 (Chlebicz;
Slizewska, 2018). E responsavel pela salmonelose,
a segunda doenga transmitida por alimentos mais
comum na Unido Europeia. A Salmonella enterica
pode ser dividida em sete subespécies, com mais
de 2.500 sorotipos reconhecidos, sendo Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium os mais fre-
quentemente detectados em casos de salmonelose
(Chlebicz; Slizewska, 2018). Uma concentragdo me-
nor do que 10 células/100 g em queijo naturalmente
contaminado é o suficiente para provocar complica-
¢bes no organismo humano (Ratnam; March, 1986).
A regulamentacao brasileira (Brasil, 2022) estabe-
lece os critérios microbiolégicos para Salmonella
como sendo auséncia em 25 gramas de produto
durante sua vida de prateleira.

A deteccéao do patdgeno-padrao é realizada por
plagueamento, que pode demorar até cinco dias;
mas, para um controle das caracteristicas micro-
biolégicas de forma rotineira, podem ser adotados
testes rapidos que séo considerados métodos de
triagem eficientes e mais rapidos do que o método-
-padrao, apesar do tempo de resposta ser em tor-
no de 24 horas, dada a necessidade de etapa de
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pré-enriquecimento. Esta etapa € importante para
que se alcance a sensibilidade necessaria para
um resultado positivo do teste em baixas concen-
tracbes do patdégeno na amostra. Nesse sentido,
varios estudos focaram no desenvolvimento de mé-
todos para a deteccao de Salmonella com menor
tempo de resposta para o patégeno em amostras
de alimentos. Nos ultimos anos, os métodos de de-
teccao alternativos para Salmonella incluem cultura
bacteriana (Jia et al., 2023), ELISA (Hu et al., 2018),
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Ben Has-
sena et al., 2015), espalhamento Raman aprimora-
do na superficie (SERS) (Chuesiang et al., 2021),
imunossensor eletroquimico de grafeno (Feng et al.,
2022), dentre outros. No entanto, esses métodos
geralmente apresentam algumas desvantagens, in-
cluindo operagédo experimental demorada, equipa-
mentos sofisticados e caros, além da necessidade
de técnicos bem treinados. Portanto, ha a necessi-
dade de explorar métodos rapidos de detecgao de
custo competitivo, simples, de alta sensibilidade e
especificidade para essas bactérias.

Trabalhos prévios da Embrapa Agroindustria
Tropical com um biossensor amperométrico para
detecgado de Salmonella em amostras de leite tém
mostrado que esses dispositivos podem ter alta
sensibilidade sem a etapa de pré-enriquecimento
da amostra (Brito et al., 2020; Melo et al., 2021;
Qiu et al.,, 2023). Contudo, para a validagao
desse biossensor, é necessario realizar testes de
desempenho analitico em cada um dos alimentos
nos quais podera ser aplicado. Ainda naqueles que
pertencem a mesma categoria, por exemplo queijo,
podem existir pecularidades de natureza quimica
e biologica passiveis de causar interferéncia na
resposta analitica do dispositivo. Assim, neste
trabalho, o biossensor amperométrico foi avaliado,
especificamente, em amostras de queijo comerciais
do tipo coalho contaminado com S. Typhimurium
em laboratério.

Material e métodos

Amostras de queijos

Dois diferentes queijos coalho foram adquiridos
em estabelecimentos comerciais em Fortaleza,
Ceara, e transportados para os laboratérios da
Embrapa Agroindustria Tropical.

Analises fisico-quimicas

Aliquotas de 25 g de cada queijo coalho fo-
ram adicionadas a 50 mL de tampé&o fosfato salino
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(PBS) 10 mM, pH 7,4 e homogeneizadas em um
stomacher (300 rpm/10 minutos). O material foi en-
tdo centrifugado duas vezes a 15.303 x g, a 4 °C
por 30 minutos, e o sobrenadante foi separado e fil-
trado (pré-tratamento da amostra) para a realizagao
das seguintes analises fisico-quimicas: determina-
¢ao de pH, em pHmetro; acidez titulavel em titula-
dor automatico; teor proteico pelo método Dumas
utilizando um analisador de nitrogénio e proteina; e
teor lipidico pelo método Bligh and Dyer (Smedes;
Thomasen, 1996).

Analises microbiolégicas

As andlises microbiologicas das amostras de
queijos comerciais foram realizadas de acordo com
protocolos oficiais para Salmonella Typhimurium
(Andrews et al., 2023), Staphylococcus aureus
(Tallent et al., 2019) e Escherichia coli (Feng et al.,
2020). A analise de coliformes seguiu a metodologia
do numero mais provavel (NMP), enquanto o tes-
te de Salmonella envolveu o crescimento em meio
agar seletivo até a série bioquimica (Silva et al.,
2021).

Culturas bacterianas

As cepas de Salmonella Typhimurium ATCC
51812 foram cultivadas em caldo BHI a 37 °C por
24 horas. A dispersao bacteriana resultante de con-
centragéo desconhecida foi centrifugada a 3,826 x g
por 30 minutos e o sobrenadante foi descartado.
Os pellets foram lavados com tampao PBS esté-
ril 10 mM pH 7,4 e, com o mesmo tampao, foram
preparadas suspensdes bacterianas nas concentra-
¢des de 10 a 107" UFC mL™" pelo método turbidimé-
trico de McFarland. As concentragdes foram confir-
madas por contagem em placas.

Para contaminagdo das amostras de queijo
coalho comercial com concentragdes conhecidas de
S. Typhimurium, foi realizada a diluicao seriada da
cultura bacteriana. Uma aliquota de 100 pL de cada
concentragdo bacteriana foi retirada e adicionada
em 2 mL da dispersdo de amostra pré-tratada de
queijo (25 g em 225 mL de tampéao PBS).

Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 12600
e Escherichia coli ATCC 4157 foram também usadas
para os ensaios de especificidade do biossensor em
amostras de queijos intencionalmente contaminadas
com concentragdo de 10 UFC mL" das bactérias,
utilizando-se a mesma metodologia reportada para
Salmonella Typhimurium.

A investigagdao de Salmonella Typhimurium
inativa ocorreu na concentragdo de 10 UFC mL"
em tampao PBS 10 mM pH 7,4. A dispersao pas-
sou por processo de pasteurizagado lenta a 65 °C

durante 30 minutos, a fim de também ser avaliada
pelo biossensor.

Purificacdo e marcagdo do anticorpo com
peroxidase

Os anticorpos foram purificados por precipita-
¢ao de soro polivalente anti-Salmonella Poli A-l e
Vi com (NH4)2SO4, considerando-se 45% de satu-
racao da solugdo. O soro foi mantido sob agitacéo
por 30 minutos, seguido de repouso por 24 horas,
sob refrigeracao, sendo posteriormente centrifuga-
do a 15.303 g por 30 minutos a 4 °C. O precipitado
(anticorpos) foi dialisado contra tampao PBS 10 mM,
pH 7,4 por 24 horas. Apoés a dialise, a concentracao
dos anticorpos foi determinada em espectrofotome-
tro digital UV.

A conjugacgao do anticorpo com a enzima pero-
xidase-HRP foi realizada pelo método de Avrame-
as (1969), usando uma relagao de 1:3 (m/m), com
dissolugcédo da enzima HPR na solugao de anticorpo
primario em um volume de 10 mL de tamp&o PBS
(10 mM), seguida pela adigéo de 2 yL de glutaralde-
ido a 25% (v/v).

Preparo da solugao de proteina A

Uma solugdo de N-hidroxisuccinimida 5 mM e
N-(3-dimetilaminopropil)-N’- etilcarbodiimida 2 mM
(NHS/EDC) foi preparada em PBS e deixada em
temperatura ambiente por 30 minutos. Apds esse
periodo, foi adicionada Proteina A (7,5 mg mL™") ao
NHS/EDC e a solugao (prot A) permaneceu em tem-
peratura ambiente por uma hora.

Montagem do biossensor

Eletrodo descartavel, contendo dois eletrodos,
um de trabalho (4 mm de didmetro) e outro auxiliar,
ambos a base de tinta de ouro, e um eletrodo de
referéncia a base de tinta de prata, foi imerso em
uma célula eletroquimica de 10 mL de volume com
solugao etandlica de cisteamina 10 mM por trés ho-
ras. Em seguida, o eletrodo foi imerso na solugéo
protA por uma hora e denominado eletrodo cis-pro-
tA modificado. Na sequéncia, o eletrodo foi lavado
com PBS e imerso por 12 horas em uma solucdo de
anti-Salmonella 2 mg mL-". Apdés lavagem com PBS,
o eletrodo foi incubado por uma hora com solugéo
de BSA a 1% (p/v) para evitar a formacéo de liga-
¢Oes inespecificas. Neste trabalho, biossensores re-
cém-preparados e mantidos em tampao PBS foram
usados nas analises eletroquimicas. Para tempos
superiores a 24 horas de armazenamento dos bios-
sensores, recomenda-se o preparo de solugdes de
estocagem de acordo com Brito et al. (2020).



Aplicacédo e resposta analitica do biossensor

O biossensor foi mantido em contato com a
amostra de queijo pré-tratada por uma hora e, apos
lavagem com PBS, foi imerso em solugdo anti-
Salmonella-HRP por uma hora.

Os testes de resposta amperométrica foram
realizados na célula eletroquimica contendo PBS,
peroxido de hidrogénio 300 mM e hidroquinona
3 mM. A resposta foi determinada polarizando o
eletrodo de ouro a -75 mV até que uma linha de
base estavel (estado estacionario) fosse alcangada
em 120 s. Todas as medig¢des eletroquimicas foram
executadas em temperatura ambiente e realizadas
utilizando-se um potenciostato/galvanostato e o seu
software para saida dos dados.

Resultados e discussao

Analise microbioldgica do queijo comercial

Primeiramente, foram realizadas analises
microbiolégicas das amostras de queijo coalho
comerciais (QC1 e QC2) adquiridas, haja vista
o produto estar propicio a contaminagdo por
patégenos durante a sua producado, pois envolve
varias etapas de manipulagcdo (Al-Nabulsi et al.,
2021). Os resultados das analises para ambas as
amostras de queijo foram de S. aureus < 100 UFC g
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e auséncia de Salmonella em 25 g. A deteccao
de E. coli apresentada foi dentro do padrao legal
aceitavel (< 1.100 NMP g) (Brasil, 2022).

Pré-tratamento das amostras

As amostras de queijo foram submetidas
a um pré-tratamento para eliminar possiveis
interferéncias durante a analise cronoamperométrica
do imunossensor. Esses interferentes podem
ser lipidios e/ou proteinas, bem como moléculas
provenientes do processo de protedlise e lipdlise que
podem ocorrer naturalmente em queijos (Silva et al.,
2012). A Tabela 1 apresenta os resultados das
analises fisico-quimicas do queijo antes e apds a
etapa de pré-tratamento dos queijos.

O pré-tratamento da amostra foi capaz de remo-
ver grande quantidade de proteinas e lipideos que
poderiam interferir na resposta analitica. O teor de
lipidios no leite também influenciou negativamente
as medidas cronoamperométricas do biossensor
durante a investigagao de Salmonella (Melo et al.,
2021; Brito et al., 2022); assim, uma vez que o
leite € a matéria-prima para a producao de queijo,
houve a preocupagdo em remover os lipidios des-
se alimento também. O conteudo lipidico remanes-
cente na amostra apds pré-tratamento, entre 0,3 e
0,6 mg/mL (Tabela 1), ndo prejudicou a resposta
amperomeétrica.

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos das amostras dos queijos QC1 e QC2 antes e apos a etapa de pré-tratamento.

Amostra de queijo

(antes do pré-tratamento)

Amostra de queijo (ap6s o pré-tratamento)

Amostra Umidade
(%) Acidez total Proteina H Lipideos Acidez total Proteina Lipideos
mol L mg 100g" P mg 100g" mol L mg 100g~’ mg 100g"
QCH1 41,37+1,1 0,021+0,004 20,91+0,4 5,1 20,86+1,0 0,009+0,001 0,419+0,03 7,3 0,290+0,001
QC2 46,28+3,0 0,022+0,008 17,31x0,4 55 20,67+53 0,007+0,001 0,223+0,2 7,0 0,630+0,007

QC1 e QC2: codigos de marcas comerciais de queijo coalho.

As amostras de queijo QC1 e QC2 foram consi-
deradas de média e alta umidade, respectivamente.
Queijos de média umidade, geralmente conhecidos
como queijos de massa semidura, possuem valores
entre 36,0 e 45,9%; e queijos de alta umidade, geral-
mente conhecidos como de massa branda ou “ma-
cios”, possuem umidade entre 46,0 e 54,9% (Brasil,
1996). Observou-se que as amostras de queijo QC1
e QC2 tiveram valores de pH em torno de 5 e aci-
dez titulavel de aproximadamente 0,02 mg mL™,
sendo que, apds o pré-tratamento da amostra, os

valores de pH ficaram em torno de 7 e a acidez ti-
tulavel ficou em 0,009 mg mL™". A acidez titulavel
esta diretamente relacionada com o pH, valores de
acidez mais altos foram associados a pHs baixos.
Assim, percebe-se que apos o pré-tratamento hou-
ve a remocgao de componentes acidos presentes na
amostra, tais como acido acético, acido latico, acido
citrico e acido férmico, além de lactose e acidos gra-
xos com cadeias carbdnicas variando de C4 a C18
(Matera et al., 2018; Margalho et al., 2021).
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Na Figura 1, esta evidenciada a eficiéncia
do pré-tratamento, observando que o sinal elétri-
co do biossensor montado e testado em amostra
pré-tratada teve um sinal elétrico de -23,00 pA;
para o biossensor montado com amostra de quei-
jo sem pré-tratamento, a corrente elétrica foi de
-0,25 pA, confirmando que a presenca de lipidios
e outros componentes podem influenciar o sinal do
dispositivo.
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Figura 1. Comparativo do sinal elétrico dos sensores com
a presenga de Salmonella 10 UFC mL" em queijo sem
e com pré-tratamento. O delta da corrente elétrica (Ai) é
caracterizado pela diferenga entre o biossensor lido em
tampao fosfato 10 mM sem a presencga de Salmonella (—)
e o0 biossensor com queijo sem pré-tratamento (—) e apds
o pré-tratamento (—) na presenca de Salmonella em solu-
¢ao contendo hidroquinona e peroxido de hidrogénio nas
concentragdes de 3 mM e 300 mM, respectivamente.

Desempenho do biossensor

Presenca de Salmonella inativa

O desempenho do biossensor foi testado na pre-
senga do patégeno e do patégeno inativo (desnatu-
rado) em condigbes tamponantes. Quanto maior a
corrente de redugéo, maior o sinal amperométrico
do dispositivo. Foi observada uma queda na respos-
ta amperométrica na concentragéo de 10 UFC mL"
de Salmonella inativa quando comparada a respos-
ta com Salmonella ativa na mesma concentragao
(Figura 2). Sabe-se que a grande maioria dos soroti-
pos de Salmonella importantes epidemiologicamen-
te apresenta motilidade, o que favorece a interagao
com o anticorpo imobilizado no biossensor em meio
estatico. Apds a pasteurizagao, a bactéria com suas
proteinas desnaturadas precipita no meio, e por isso
as reagdes bioquimicas resultantes da interagéo pa-
tégeno-anticorpo ndo acontecem.
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Figura 2. Comparativo do sinal elétrico dos sensores com
S. Typhimurium ativa e inativa. O delta da corrente elétrica
(Ai) é caracterizado pela diferenca de corrente elétrica
da resposta do biossensor sem Salmonella em tampéao
fosfato 10 mM (—) e do biossensor com Salmonella ativa
(—) e inativa (—) na concentragdo de 10 UFC mL™", na
presenca de hidroquinona 3 mM e peroxido de hidrogénio
300 mM.

A capacidade do biossensor em diferenciar as
formas inativas e ativas da Salmonella € uma gran-
de vantagem desse dispositivo frente a outros mé-
todos alternativos de detecgdo, como o de reagao
em cadeia da polimerase (PCR), que ndo faz essa
diferenciagdo, uma vez que é baseada na replica-
¢ao do DNA do microrganismo, independentemente
da bactéria estar ativa ou inativa.

Presencga de Salmonella no queijo

O desempenho de um biossensor, a exemplo de
outros dispositivos e métodos analiticos, pode so-
frer influéncia de compostos quimicos presentes na
matriz alimentar, além de outros fatores, como pH
e temperatura. Assim, foram realizados testes para
avaliar o desempenho do biossensor em amostras
de queijos comerciais com a sua microbiota natu-
ral e contaminado em laboratério com Salmonella.
A construgdo da curva de resposta amperométri-
ca do biossensor em diferentes concentragbes de
S. Typhimurium (Figura 3) permitiu estabelecer uma
relacao entre o sinal de corrente (WA) e a concen-
tragdo do analito (UFC mL"). Devido a sua ma-
triz complexa, mesmo apés o pré-tratamento, as
amostras de queijo apresentaram curvas distintas
(Figura 3 a,b) para as mesmas concentragbes de
S. Typhimurium. Assim, do ponto de vista pratico,
para um desempenho quantitativo, considerando-
-se a composi¢ao quimica peculiar de cada queijo,
recomenda-se uma curva de calibragdo para cada
lote. Considerando-se que a Instrugdo Normativa n°



161, de 6 de julho de 2022 (Brasil, 2022), estabele-
ce auséncia de Salmonella em amostras de queijos,
um comportamento qualitativo do biossensor para
presencga e auséncia do patégeno ja seria suficien-
te para verificar se as amostras estao cumprindo o
padrao microbioldgico estabelecido pela legislacao.
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Figura 3. Curva de calibracdo para amostras de queijo
coalho de duas diferentes marcas: (3a) QC1 e (3b) QC2.

O biossensor foi capaz de distinguir claramente
as diferentes concentragbes de Salmonella
(p < 0,05). O limite de detecgéo (LOD) do dispositivo
foi determinado a partir da curva analitica obtida
através da equacdo da reta nas Figuras 3a e
3b, considerando-se a equagéo 1, em que yg € 0
coeficiente linear da curva analitica e Sg € o desvio-
-padrao do branco (Inmetro, 2017).

LOD =y,*3S,

O LOD encontrado do biossensor para
Salmonella em amostras de queijos QC1 e QC2
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foi de 0,43 e de 0,27 UFC mL", respectivamente.
Em outros estudos realizados com biossensores para
deteccdo do patégeno, o LOD foi de 10 UFC mL™
em leite para um dispositivo também amperométrico
(Melo et al., 2021) e de 5 UFC mL" em amostras
de leite desnatado utilizando-se um dispositivo do
tipo magnético (enzimas ligadas a microesferas
magnéticas) (Ding et al., 2023). Esses Uultimos
autores obtiveram uma curva de calibracdo muito
semelhante a deste estudo, em que a linearidade
ficou entre 102 e 108 UFC mL-" da bactéria.

O limite de quantificacdo (LQ) encontrado foi de
1,56 e de 1,26 UFC mL™" para amostras de queijos
QC1 e QC2, respectivamente. O LQ foi determinado
a partir da curva analitica, utilizando-se a equagéo 2,
que relaciona razao entre o desvio-padrao do branco
(S) e o coeficiente angular da curva de calibragao
(b) com o sinal de ruido, que geralmente é de 10:1
(Inmetro, 2017; Nelsen, 2023).

10x S

LQ= b

Os imunossensores amperométricos tém
sido considerados uma versdo mais moderna
do ELISA (Nowak et al., 2007). A deteccdo por
ELISA para Salmonella spp. teve um limite de
quantificagdo entre 10* e 105 UFC mL™" (Ding et al.,
2023). No teste de RT-PCR, apesar do baixo
limite de deteccdo, < 10" UFC mL", detecta-se até
Salmonella morta, pois o principio de deteccao dessa
técnica esta ligado ao DNA do patdégeno, podendo
haver diagnéstico falso-positivo para Salmonella
(McGuinness et al., 2012). Diferentemente da PCR
e de outros métodos, o biossensor apresentado
neste trabalho é capaz de diferenciar o patégeno
ativo do mesmo microrganismo inativo. Outro
aspecto importante desse biossensor é o tempo de
analise, que dura cerca de trés horas, incluindo o
pré-tratamento da amostra. Isso significa um ganho
significativo de tempo em relagcdo aos métodos
de deteccdo do mercado, que duram no minimo
24 horas (Cox et al., 2020). Esse maior tempo
demandado para os testes rapidos comerciais de
detecgédo de Salmonella ocorrem devido a etapa de
pré-enriquecimento, em que a amostra é colocada
em meio enriquecido com nutriente por cerca de
24 horas para que ocorra um aumento no numero
de microrganismos. Somente apds o aumento da
concentracdo do patégeno, o nivel de detecgdo
do método é alcangado. Sendo assim, para esses
métodos, a etapa de pré-enriquecimento é crucial
para a deteccao do patbgeno em amostras com baixa
concentracdo do microrganismo. Diferentemente, o
biossensor apresentado neste trabalho nao precisa
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dessa etapa de pré-enriquecimento para aumento
do numero de patdégenos presentes na amostra.

Especificidade

A especificidade do biossensor proposto foi ava-
liada em queijos contaminados por Staphylococcus
aureus (Gram-positiva) e E. coli (Gram-negativa) na
concentragdo de 10 UFC mL". De acordo com a Fi-
gura 4, percebe-se que ha alteracao de corrente elé-
trica nas amostras contaminadas, sendo menor para
amostras com S. aureus e E. coli e maior nas amos-
tras contaminadas por Salmonella. Assim, obser-
vou-se que na presencga de S. aureus e E. coli houve
variagado de corrente elétrica, embora seja possivel
diferenciar da resposta observada na amostra con-
taminada com Salmonella. Considerando-se que as
amostras comerciais de queijo apresentam compo-
sicao quimica peculiar, recomendam-se estudos de
validagcdo com uma maior quantidade de marcas de
queijo, o que certamente reduzira o desvio-padrao
encontrado e auxiliara na definicdo de um valor de
corrente elétrica especifico para que as amostras
sejam classificadas como positivas ou negativas
quanto a presencga de Salmonella. Métodos rapidos
sédo considerados apenas testes de triagem; caso
a amostra tenha um resultado positivo, esta devera
seguir a metodologia convencional de plaqueamen-
to a fim de confirmar a presenca de Salmonella.

| I QC2
=0 aQct

-20

ol

Controle

A Corrente / pA
>
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Tratamentos

Figura 4. Andlise de especificidade das amostras de
queijo QC1 (amostra de queijo coalho comercial 1) e QC2
(amostra de queijo coalho comercial 2) contaminadas
individualmente com S. Typhimurium, E. coli e S. aureus
na concentragdo de 10 UFC mL™".

Conclusoes

O biossensor desenvolvido pode ser uma alter-
nativa aos testes rapidos disponiveis no mercado
para detecgéo da presenca de Salmonella em quei-
jos, com a vantagem de ter um tempo de resposta
de trés horas. E necessario um pré-tratamento das
amostras de queijo para remocgao de interferentes a
fim de se conseguir uma resposta analitica na pre-
senca de Salmonella. O biossensor amperométrico
teve um comportamento quantitativo na faixa de
concentragdo do patégeno testada; mas, devido a
variagdo de composi¢gdo quimica entre as marcas
de queijos coalho, recomenda-se, caso seja de inte-
resse estimar a concentragado do patégeno, estabe-
lecer uma curva-padrao para cada marca de queijo.
Contudo, especificamente para o caso da Salmo-
nella, o dispositivo pode ser qualitativo, determinan-
do apenas presenga ou auséncia do patégeno.
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