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PESQUISA RAPIDA, PRATICA E ESPECIFICA DA PRESENCA DO
PEROXIDO DE HIDROGENIO, NO LEITE “IN NATURA”, PELA
UTILIZACAO DE TIRAS E FITAS REAGENTES (9

QUICK, PRACTICAL AND SPECIFIC TEST TO DETECT HYDROGEN PEROXIDE
IN MILK “IN NATURA”™ WiTH THE USE OF REAGENT STRIPS AND TEST-TAPE

AvkxsNpre MEeLLo Finmo (2)
Luis CeLso b Castro (9

SUMMARY

During the investigation concerning new deteciion method for hydrogen peroxide,
the authors atiencion was called by the possible use of reagent sirips in the dairy
field, — strips of the “dip and read” type, commonly used in clinical analysis: bicod
and urine chemisiry.

Among these, the Ames Clinistix reagent strips, used to determine glucose in
urine, has a reative area with two enzymes. The gluco-oxidase thai catalizes the
oxidation of the glucose realising the hydrogen peroxide wich is decompounded by
the second enzyme — peroxidase, releases the oxygen that changes the color of this
reactive area,

If the oxidation of the glucose in urina, caused by the gluco-oxidase, releases
the hydrogen peroxide, as long ag this substance has been added fo milk, the chro-
mogen reaction will occur immediately on the reactive area of the Clinistix reagent
strip. :

The authors obtained the expecied resuit.

KEnowing about Lilly test-tape, “Glice-fita”, also used to detect gilucose in urine,
they throught that this one could be employd in the same way. And this really
happened. Indeed it determined the presence of hydrogen peroxide added to the
milk sample, also by chrorogen raction.

Considering the possibility of reagent sirips to replace classical methods, which
emplov guaiac solutions or vanadium acid, pipettes, samplers angd vials, the authors
performed comparative researches of these methods in order to determine the sensi-

tivity of the new methods in relation to the old ones.

INTRODUCAQO

Nesta altima década, marcada por gran-
des progressos clentificos ne campo da mi-
niaturizagio, contrdle remoto o cibernética,
a automatizagio e a clefrénica vém invadin-
do os laboratdrios de andlises e pesquisas
em todos os campos de atividade humana.

E natural, pols, que em Iaticinies surgissem
as unidades auto-técnicas, capazes de reali-
zar com perfeigio, rapidez e alta precisio

um grande ninpero de dosagens como a ve-
rificacfio em série do ponto de congelamento
ou do teor graxe do leite, afastande a sem-
pre presente possibilidade do érro de apre-
ciacio individual.

Entretanto, a par désses avangos, defron-
ta-se o téenico em laticinios com o emprégo
de processos classicos, come o da pesquisa da
presenga do peréxido de hidrogénio no leite
pelo emprégo da solugie alcodlica de guaia-
col a 1%, %% baseada no tradicienal meé-

(1} Trabatho realizado na Divisic de Controle de Qualidade e Pesguisa da Cooperativa Central de
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tode de Duroy? que ple em cvidéneia g
oxidacfio do guaiacol que, em presenca do
sistema  perdxide-peroxidase, se transforma
em gualacoquinons, comunicando ao leile
uma nitida coloraco vermeltho-salmfo,

Tais processos, como muites oubros uytili-
zados em laticinios % **, nfo prescindem do
uso de pipetas, tubos de ensaio, etc. » -

E, pois, comprecnsivel que, investigando
novos métodos de pesguisa, nos Laboratdrios
da Cooperativa Ceniral de Laticinios do Es-
tado de Sao Paulo, nossa atenglo se voltasse
para a possivel utilizagie em laticinios do
valioso recurso representado pelo emprégo,
em anélises clinicas, em medicina, das tiras
reagentes do tipo conhecide como mergulhe
e [élm, utilizadas principalmentc na verifica-
cio das alieraghes fisico-quimicas do sangue
e urina,

Dessas firas, chamou-nos a alencho em es-

pecial a2 Clindstic (Anes Company), desti-
nada & verificacBo rapida {10 seg.) da pre-

senca da glicose na urina e baseada em duas
enzimaticas,

A tirs reagente Clinistix consiste em tira
de matéria plistica transparente com drea
reagente résca em uma das extremidades.
Essa 4rea reagente contém duas enzimas, a
glico-oxidase que, na presenga da glicose na
urina, calalisa a oxidaglo désse aclicar para
formar acide glicénico ¢ o perdxido de hi-
drogénio ¢ a peroxidese que, na presenca de
peréxido de hidrogénio recém-formado, de-
termina a liberagito do oxigénio nascente o
qual, produzindo mudancga de coloragie da
area reagente, faz passar a cdr rosada para
a violeta ou azul escure.

Se a oxidacflo da glicose contida na urina
forma o peroxido de hidrogénio & cviden-
e que, se o mesmo j4 estiver presenle, como
no case da sua colocaglio no leite, a reagio
cromogena se estabelecerd Imediatamente.

Aplicando tal dedugfo, adicionamoes o pe-
réxido de hidrogénio ao leite Hquido e, mer-
gulhande wele a parte reageote da tira Cli-
nistix, oblivemos de fato a soa répida o
nitida mudanca de coloracio.

Nessas circunstincias, sabendo da existén-
cia de fita diagnéstica elaborada pela Lilly
Company, Glico-fita, destinada
i verificagio ripida da presenca de glicose
na urina, suspeitamos de que 2 mesma fun-
cionasse por mecanismo semclhante,

tanthém

E, ex-

(4]

perimentande-a, obtivemos, no caso da pre-
senga do perdxido de hidrogénio adicienado
ao leite, resultado positive pela mudanca
da coloracfio da referida fita que, do ama-
relo, passon a verde claro,

MATERIAL E METODOS
Tiras reagentes Clinistix

No caso da verificacie da presenga do
peréxido de hidrogénio no leite, mergutha-
nos a drea de teste da tira reagente na amos-
ira do leite em questio. A mudanga rapida
da coloragiio résea, que passou a violeta ou
azul-escurn, fol indicio da presenga positi-
va do peréxido {Fig. 1, 2, 3).

Nas plataformas de recepedo do leite, éste
exame pode ser leito seriado, mergulhando
a parte reagente da tira no leite contido no
préprio latdo, {num maxime, 10 verifica-
¢hes por fira), pois a mesma ¢ atdxica,

Por media de economia, embora tal fate
venha dificultar bastante a leitura colorime-
trica do resultado, a tira poderd ser dividida
longitudinalmente em  duas metades ignals,
desde que seja para uso imediato.

Fitans dinondsticas Glico-fila
fwl

No momenio do exame, na veriicacio da
eventual preseaga do perdxido de hidrogénio
no leite, destacamos cérca de 3 om de fita
e merguthames no leite problema. Apéds 10
a 20 segundos, em caso positivo, a coloracio
da fita passou do amarelo para a tonalidade
nitidamente esverdeada (Fig, 4).

Levando em conia a possibilidade de vi-

rem as tiras ou fitas a substituir os métodos
correntes que empregam solugdes de guaia-
col on dcide vanddice, tornouse necessiivio sa-
her gunal a sensibilidade do novo processo em
relagie agueles.
Para isso rvesolvemos adicionar ao leite
padrio guantidades conhecidas de perdxido
de hidrogénio e estudar o comportamenio
diagndstico da tira e da fita reagente em
relacfio ao emprége da solugio aleodlica de
gnaiacol a 19 %Y e do método de Arneld e
Mentzel » .

A duas amostras do mesme leite, em esla-
do de cru, comsiderado padrio, veiculando
flora bacterigua avaliada em 18 milhGes de
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Fig. 1 — Tira “Clinistix mostrando area rea- Fig. 3 — Aspecto comparativo das tiras
gente rdsea, indice da auséncia do perdxido “Clinistix”, com &area reagente roésea e azul,
de hidrogénio no leite testado. indices respectivamente, da auséncia e pre-

senca do perdxido de hiprogénio acrescen-
tado ao leite.

Fig. 2 — Tira “Clinistix” mostrando A4&rea Fig. 4 — Aspecto comparativo entre a fita
reagente azul, indice especifico positivo para “Glico-fita”, com coloracdo amarela inicial,
a presenca do peroxido de hidrogénio na amos- inalterada, indicio da auséncia do peréxido

tra de leite examinada. no leite e com a coloracdo esverdeada, in-

dicando no presente caso, especificamente, a
presenca positiva daquele antissético
conservador,
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germes por ml, acrescentamos o perdxide de
hidrogénio {309%, 120 vol, U.S.A. Bakerj,
na razio respectivamente de 1 e 2/1.000,
sende as mesmas a seguir divididas em
duas porcdes que foram conservadas frigori-
ficadas (+ 5°C), ou maniidas em meio
ambiente.

A cada hora era testada a presenca do
peroxido de hidrogénio pelos métodos que
utilizavam a solucio de guaiacol ou &cido
vanddico e pelo processo que emprega a
tira reagente ou a fita diagndstica.

Fstas verificagdes foram levadas a efeito
até a obtencio de resultados negativos nos
deis grupos de amostras, quer para frigori.
ficadas (+ 5°C), come para as conservadas
em meio ambiente.

A seguir, fomos ao interior de 5. Paule
e, nas platalormas de recepgiio do leite, pas-
samos 40 exame seriade, em grande escala
e rapida verificagée do produto acondiciona-
do em lates, & medida gue os mesmos iam
chegando, transportados em grande ou pe-
quenc nimero, pela mais diversa medalida-
de, desde os grandes caminhfes até as pe-
quenas viaturas de fragfio animal,

RESULTADOGS

Na amostra do leile conservado em am-
biente e a0 qual se acrescentou 1%, de perd-
xide de hidrogénio, foi o referido conserva-
dor antissético passivel de determinagio até
4 horas da sua colocagfo, quer pelog méto-
dos que empregaram as solugbes de gualacol
e &cide vanidico, quer pelos que se utiliza-
ram da tira e da [fita

Para a mesma amostra frigorificada
i+ 5°C}, a presenga determivdvel do pe-
réxido fol um pouce mais longa, alcancando
até 5 horas da sua colocacio e acusada igual-
mente pelos dois grupos de processos anali-
ticos postes em confronto.

Com o leite padrio veiculande 2%, de pe.
roxido de hidregénio, o resultado fol seme-
lhante, apenas o tempo de permanéncia de-
terminavel do perdxido awmentou, passan.
do respectivamenle para 5 horas na amosira
em ambiente ¢ 6 horas na frigorificada.

Ainda neste caso houve identidade na ca-
pacidade determinadora das solucfes e da
tira e fita reagentes, isto & apds o periodo
de positividade maxima de 5 e 6 horas, tan-
to 08 mélodos classicos come os propostos fa-
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tharam na evidenciacio da presenca decres-
cente do perdxido de hidrogénio gue passou
a ser sub-determinavel incdgnita.

No interior de Sfc Paule, nas plataformas
de recepgiio dos entrepostos-usinas, em dias
diversos e em regifes diferentes, foram sub-
metidos a testes da eventual presenca do pe-
roxide de hidrogénio 600 amostras de leite
coletadas em tubos de ensaio para a realiza-
gio das provas que se utilizaram da solugdo
de gnaiacol ou 4cido vanadico, ou examina-
das diretamenie nos latfes, 4 medida que
chegavam, guando da utilizagio das tiras ou
fitas diagndsticas.

Tédas essas amostras apresenlam negativi-
dade para a presenca do perdxido de hidro-
génio, para ambos os tipos de exames exe-
cutados,

DISCUSSAC E CONCLUSOES

As pesquisas comparativas efetuadas no
laboratorio, visando estabelecer a sensibili-
dade da tira reagente e da fita diagndstica
era velagio as provas gque empregam o goaia-
col e o &cido vanédico, na determinacio da
presenca do perdxide de hidrogénio colocads
no leite, vieram demonstrar que ésses meto-
dos se equivaleram.

A tira e a fita, por possuirem a enzima
peroxidase, foram cepazes, em iguaidade de
condigfes com o reativo de Arnold e Ment
zel b 1% de evidenclar a presenga do pe-
réxide de hidrogénio quande adicionado
ao leite fervido, o que obviamente nio acon-
tecen com o método do guaiacol * %, pox
se basear a sua reacgfio na presenga da peroxi-
dase do leite.

Conforme ficou demonstrado, as tiras rea-
gentes e as fitas foram capazes de, com boa
sspecificidade, substituir aguéles métodos de
uso tradicional, com a vantagem de serem
portateis, utilizdveis para exame do produte
no préprio latio e no caso da tira em cspe-
cial, reutilizdvel quande de emprégo imedia-
to seriado, por ser uma haste rigida, ¢ que
constitue considerivel economia do material
empregado,

Nessas condigBes, tivemos a oportunidade
de apresentar o achado, gque acreditamos seja
pela primeira vez de dmbite mundial.

¥ como consideracio final, queremos acen-
tuar que o fato de, no interior, nas plata-
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formas de recepedo do leite, em 600 verifi-
caches uflo termos, quer pelos métodos clds
sicos ou pelos propostos, evidenciado a pre-
senga do perdxido de hidrogénio, o sucedido
nfo indica a real auséneia do perdxido e
apenas que essa substdncia nfo fol passivel
de delerminacio caso estivesse presenie e eo-
locada hd mais de 5 ou 6 horas da chegada
do leite dquéles entrepostos-usinas.

Apés 8sse periodo de tempo, o perdxide
de hidroginio s6 pode ser evidenciado por
processos esgpeciais de investigagho 7,

RESUMO

Investigando novos métodos de pesguisa,
a atengdo dos autores se voltou para a pos.
sivel wtilizaco, em laticinios, das tras
reagenies do tipe mergulhe e léia, utilizadas,
em andlises cHnicas, para as verificagbes das
alteragdes fisico-quimicas do sangue e urina.

Dessas, a tira reagente Clinistix, utilizada
na determinacio da presenca de glicose na
urina, mostrou ter 4rea reagenie contendo
dois enzimas. A glico-oxidase que catalisa
a oxidagio da ghcose com hiberacfo do perd-
xido de hidrogénic que, descomposto pela se-
gunda enzima, a peroxidase, libera o oxigé-
nio que faz mudar a cdr dessa drea reagente,
dando nog¢do colorimétrica do processo.

Se a oxidacao da glicose na urina, produ-
zida pela glico-oxidase, libera o perdxido de
hidrogénio, ne caso de o mesmo ter sido adi-
cionado ao leite, 2 reagio cromdgena da drea
reativa da fita podera se. processar imedia-
tamente,

E foi o que acontecewn.

Sabendo da existénela da Glico-fita, tam-
hém para a pesquisa da plicose na urina, jul-
gamos gue a mesma pudesse funcionar ers ba-
se semelhante ao jd visto, e de fafo a mesma
acuson a presenca do perdxido de hidrogénio
acrescentando ae leite de prova, também por
mudanga colorimétrica.

Levande em conta a possibilidade de vi-
remn as tiras reagentes e as fitas diagnésticas
a substitulr os métodos classicos que erapre-
gam seluches de gualacol ou dcide vanbdico,
¢ além disso pipetas, tubos de ensaio e frascos
acondicionadores, fizeram os autores pesqui-
sas comparativas enire ocsses métodos, para

saber a sensibilidade dos noves processos em
relagiio aquéles.
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