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RESUMO

A ingestao de peréxido de hidrogénio provoca problemas a salde humana sendo essa a razao
para a legislacdo vigente proibir o uso dessa substancia como conservante em leite. Este
trabalho teve o objetivo de desenvolver um novo método para deteccdo de peroxido de
hidrogénio em leite utilizando eletrodos impressos e técnica eletroquimica. Os eletrodos
impressos foram elaborados a partir de tinta de carbono Eletrodag® depositadas sobre laminas
de acetato pelo método de “casting”. Enzima peroxidase de horseradish foi imobilizada sobre
os eletrodos descartaveis utilizando solucdo de glutaraldeido a 2,5%. As medidas
eletroquimicas foram realizadas em Potenciostato‘Galvanostato Autolab PGSTAT302N.
Amostras de leite longa vida integral comercial foram empregadas no presente experimento.
No intuito de estudar o comportamento do sistema eletroquimico na presenca de perdxido de
hidrogénio foram preparadas diluicdes, a partir solugcao estoque, de 5, 10, 20, 40, 60, 70, 80,
90, 100, 120 e 140 uM em solucéo tampao fosfato pH 6,5 e em amostras de leite sem diluicdo
e com diluicao de 1:10 e 1:1000. Considerando a menor diluicao do leite avaliada, o limite de
deteccdo do biossensor foi de 14 ppb e o de quantificacdo foi de 46 ppb. Os resultados
alcancados sdo promissores quando comparados a outros métodos indicados na andlise do
leite, mostrando ser o biossensor uma alternativa sensivel e de baixo custo na deteccao de
peroxido de hidrogénio em amostras adulteradas de leite longa vida integral.
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METODOLOGIA
Elaborac¢&o dos eletrodos

Os eletrodos impressos (El's) foram elaborados depositando-se a tinta condutora de
carbono Eletrodag® sobre a superficie de folha de acetato pelo método de “casting”. A secagem
da tinta foi realizada em estufa com circulacdo de ar a 80C durante uma hora (SILVA et al.,
2009).

ApOs secagem, os El's foram submetidos a uma série de dez ciclos em voltametria
ciclica com potenciais de inversdo de -600 mV e +600 mV a 100 mV st em tampéo fosfato pH
6,5 para a limpeza da superficie eletrddica.

Preparacéo do biossensor

Os El's foram imersos durante uma hora em solucdo de glutaraldeido 2,5% e
posteriormente, imersos por uma hora em solucéo de enzima peroxidase de horseradish (HRP)
1 mg mL™. Ao final de cada procedimento os El's foram lavados com agua deionizada (Figura
1).

Estudos eletroquimicos

As medidas eletroquimicas foram realizadas em Potenciostato‘Galvanostato Autolab
PGSTAT302N em célula de vidro de 10 mL. Foram utilizados eletrodo auxiliar de platina e
eletrodo de referéncia Ag/AgCIl saturado com KCI 3 M. As solucdes foram purgadas com



nitrogénio por 15 minutos antes de cada ensaio de cronoamperometria (Eap = -250 mV e t =
120 s).

Validac&o do biossensor

Amostras de leite longa vida integral comercial foram empregadas no presente
experimento. Adicionaram-se diferentes concentracdes de peroxido de hidrogénio: 5, 10, 20,
40, 60, 70, 80, 90, 100, 120 e 140 pM em solucdo tampéao fosfato pH 6,5, e em amostras de
leite sem diluicdo e com diluicdo de 1:10 e 1:1000. Apos a realizagao das leituras, os dados
foram analisados para determinagéo da curva analitica do biossensor. Cada curva analitica foi
elaborada considerando trés repeticdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A ingestdo de peréxido de hidrogénio provoca problemas a salde humana, sendo essa
a razdo para a legislacao vigente proibir o uso desta substancia como conservante. A ingestédo
de pequenas quantidades de peroxido de hidrogénio em solugédo a 3% resulta em moderado
efeito gastrintestinal. A ingestdo de solu¢gbes com concentracdo igual ou superior a 10% ou
grandes quantidades de solucbes a 3% tem sido associada com morbidade e mortalidade
severa. Considerando ainda concentracdes acima de 10%, podem ocorrer irritagcdo do trato
gastrintestinal com nausea, vomito, hematese, além de dano neuroldgico imediato e
permanente em altas concentragbes (WATT, et al., 2004). A adicdo de peréxido de hidrogénio
ao leite se reporta ao seu efeito antibacteriano e sua funcdo de dissimulacdo das mas
condicdes higiénico-sanitarias de obtencado, conservacdo e/ou transporte do leite. Em contato
com o leite, a degradacéo do peréxido de hidrogénio promove a oxidacao da espécie quimica
tiocianato (componente natural do leite) em outra espécie denominada hipotiocianato que tem
efeito antibacteriano, principalmente em bactérias gram-positivas (AUNE;THOMAS, 1977).
Neste sentido, a adocdo dessa pratica por produtores objetiva o prolongamento da vida Gtil do
leite por eliminar bactérias deterioradoras deste produto. No Brasil casos de adulteragcao do
leite com perédxido de hidrogénio foram relatados na midia apos inspec¢fes realizadas por
orgdos competentes em cooperativas de produtores de leite, despertando a atencdo da
populagdo para este problema de saude publica. Atualmente, os métodos para determinacao
de perodxido de hidrogénio em leite adulterado sdo: método de quantificacéo de tetracloreto de
tithnio com limite de deteccdo de 200 ppm (SILVA, 2004) e o recomendado pela ANVISA
método empregando o0 permanganato de potassio com limite de deteccao até 300
ppm.Todavia, com o desenvolvimento de novos métodos de andlise de contaminantes
biolégicos e quimicos em alimentos, inclusive utilizando ferramentas da nanotecnologia, novos
métodos para deteccdo de perédxido de hidrogénio em leite e derivados lacteos podem ser
propostos visando aumentar a sensibilidade na deteccdo desta substancia. Os biossensores
sdo dispositivos que empregam moléculas bioldgicas como moléculas sensoras imobilizadas
sobre plataformas eletrbnicas na deteccdo de analitos especificos. Esses dispositivos tém
ganhado destaque pela alta sensibilidade e especificidade demonstrada para fins alimenticios,
ambientais e na area médica (HU, et al., 2009; LI et al., 2010; LOMILLO et al., 2010 ). No
presente trabalho foi desenvolvido um biossensor para deteccao de peréxido de hidrogénio em
leite utilizando eletrodos descartaveis de baixo custo. O desempenho do biossensor foi
avaliado em amostras de tampao contendo peréxido de hidrogénio e em amostras de leite
adulterado previamente no laboratério com perdxido de hidrogénio, no intuito de melhor
estabelecer comparacgdes entre o funcionamento do mesmo em condi¢cdes experimentais e
praticas. A Figura 2 indica a resposta do biossensor para as diferentes concentracdes de
peréxido de hidrogénio em tampao fosfato pH 6,5, amostras de leite diluidas na proporcao de
1:10 e 1:1000, e em leite ndo diluido. Como observado, houve maiores variacbes de corrente
catodica a medida que se diluiu as amostras de leite, ao ponto que a sensibilidade na diluigédo
de 1:1000 assemelhou-se a obtida em tampao fosfato, onde os coeficientes angulares das
curvas analiticas foram 0,0135 (Figura 3) e 0,0132 (Figura 4), respectivamente. Em amostras
de leite diluidas 1:10 o biossensor apresentou curva analitica também bastante satisfatoria
(Figura 5). No entanto, em amostras de leite ndo diluidas em virtude da grande presenga de
analitos interferentes no leite (acidos graxos, proteinas, vitaminas e outros) o biossensor nédo
apresentou uma boa linearidade com o aumento da concentracdo de peroxido de hidrogénio
ndo sendo possivel quantificar a substancia adicionada ao produto. Considerando a menor



diluicdo do leite avaliada o limite de deteccéo do biossensor foi de 14 ppb e o de quantificacédo
46 ppb. Este resultado é bastante promissor quando comparado a outros testes analiticos
indicados para a deteccao de peréxido de hidrogénio em leite que trabalham com sensibilidade
de 300 ppm (ANVISA, 2010).

CONCLUSAO

A sensibilidade do biossensor para detecgdo de peroxido de hidrogénio foi bastante
satisfatoria para deteccao da substancia quando comparada a outros métodos recomendados.
Outros ensaios serdo realizados no intuito de definir a melhor diluicdo do leite para analise.

Referéncias e Anexos (Tabelas e Figuras)

ANVISA. Informe Técnico - n° 34 de 31 de outubro de 2007 . Disponivel em:<
http://www.anvisa.gov.br/ALIMENTOS/informes/34_311007.htm>. Acesso em 20 de janeiro de
2010.

AUNE, T.M.; THOMAS, E.L. Accumulation of hypothiocyanate ion during peroxidase catalysed ,
p.oxidation of thiocyanate ion. European Journal of Biochemistry . v.88, p.209-214.1977.
SILVA, P.H.F. Efeito do peroxido de hidrogénio adicionado ao leite nos postos de resfriamento.
Parte |. avaliacdo fisico-quimica. Revista do Instituto de laticinios Candido Tostes , v.290,
p.28-34. 1994.

WATT, B.E.; PROUDFOOT A.T ; VALE J. A. Hydrogen peroxide poisoning. Toxicological
reviews , v.23,n.1, p.51-67. 2004.

LOMILLO, A.M.A.; RENEDO, O.D.; GONGALVES, L.F.; MARTINEZ,J.A. Sensitive enzyme-
biosensor based on screen prineted eletrcodes for Ochratoxin A. Biosensors and
Bioelectronics , v.15, n.6, p.1333-1337. 2010.

LI, Y.S.; DU, Y.D.; CHEN, T.M.; GAO, X.F. Novel immobilization multienzyme glucose
fluorescence capillary biossensor. Biosensor and Bioelctronics , v.25, n.6, p.1382-1388. 2010.
HU, C.; GAN, N.; CHEN, Y., BIC, L.; ZHANG, X.; SONG, L. Detection of microcystins in
environmental samples using surface Plasmon resonance biosensor. Talanta, v.80, p.407—410.

20009.
Folha de acetato D
A=0,785 cm’

Esquema do EI
com sua drea
1 geométrica.

(D Elaborag&o dos El’s

Deposicdo da tinta de
carbono Eletrodag® pelo
método de "casting".

"Mdscara"

Cura em estufa
80°C, 1h

(2 Imersio do El em solugéo de glutaraldeido 2,5%

1h
1 Enxdgue com H,O dest.

@ Imersdo em solugdo de peroxidase 1 mg mL"

Figura 1 — Esquema da elaboracdo do biossensor.
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Figura 2- Resposta do biossensor para [H,0,] =0, 5, 10, 20, 40, 60, 70, 80, 90, 100, 120 e 140
MM em tampéao fosfato pH 6,5 (a), leite diluido 1:1000 (b), leite diluido 1:10 (c) e leite (d).
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Figura 3- Curva de saturacdo (a) e curva analitica (b) do biossensor para peréxido de
hidrogénio adicionado a solucéo de tampéao fosfato pH 6,5.
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Figura 4 - Curva de saturacéo (a) e curva analitica (b) do biossensor para peréxido de
hidrogénio adicionado a amostra de leite diluida 1:1000.
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Figura 5- Curva de saturacdo (a) e curva analitica (b) do biossensor para peroxido de
hidrogénio adicionado a amostra de leite diluida 1:10.



