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RESUMO
Os biossensores eletroanaliticos tém grande potencial para a detec¢do de biomoléculas em areas
clinicas, ambientais e industriais, oferecendo vantagens como alta sensibilidade, portabilidade
e baixo custo em relacdo aos métodos tradicionais. Este estudo descreve o desenvolvimento de
um biossensor baseado na imobilizagéo adsortiva de alfa-amilase em matriz complexa, enzima
responsavel pela hidrolise do amido em acgucares redutores, visando a aplicacdo em
monitoramento biotecnoldgico, principalmente na industria cervejeira. Ensaios colorimétricos
(Teste de Complexacdao Amido-lodo (Lugol) e Teste do &cido 3,5 - dinitrossalicilico (DNS))
avaliaram a atividade catalitica da enzima, mostrando, no Lugol, uma reducdo significativa da
coloragédo azul nos primeiros 10 minutos e, no DNS, uma relagdo linear entre a concentragéo
de maltose e a intensidade de absorbancia, possibilitando a construcéo de curvas de calibracao
confiaveis. As analises eletroquimicas, realizadas por voltametria ciclica e cronoamperometria,
indicaram um comportamento hiperb6lico da corrente de pico anddica até 20 minutos,
refletindo a cinética da hidrdlise enzimética e confirmando a correlagdo entre a concentracdo
enzimatica e a intensidade do sinal. Comparando métodos de imobilizacdo de adsorcao
quiescente e adsorcao fisica, o carbono vitreo teve resposta linear satisfatoria, comprovada pelo
valor de R?, a pasta de carbono apresentou menor estabilidade catalitica, e os eletrodos de fase
solida (SPE - Screen-printed Electrode) se destacaram por maior reprodutibilidade e
sensibilidade, com diferencas estatisticas significativas (teste de Tukey, p < 0,05). A validacédo
do sistema foi realizada em mosturacdo de malte de cevada cervejeiro, onde o biossensor
monitorou a conversdo do amido em acUcares fermentaveis por 30 minutos, com resultados
confirmados pelo teste de Lugol, que mostrou reducdo da coloracdo azul da amilose. Esses
resultados confirmam a viabilidade da imobilizacdo de alfa-amilase em eletrodos de fase solida
como uma estratégia eficaz e de baixo custo para o desenvolvimento de biossensores, com
grande potencial para o controle de processos biotecnoldgicos e industriais, especialmente no

setor de alimentos e bebidas, além de aplicacdes clinicas e ambientais.

Palavras chave: Alfa-amilase; biossensor; imobilizacdo; eletroanalise.



ABSTRACT

Electroanalytical biosensors have great potential for detecting biomolecules in clinical,
environmental, and industrial fields, offering advantages such as high sensitivity, portability,
and low cost compared to traditional methods. This study describes the development of a
biosensor based on the adsorptive immobilization of alpha-amylase in a complex matrix, an
enzyme responsible for the hydrolysis of starch into reducing sugars, aiming at its application
in biotechnological monitoring, mainly in the brewing industry. Colorimetric assays (Starch—
lodine Complexation Test (Lugol) and the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) Test) evaluated the
catalytic activity of the enzyme, showing, in the Lugol test, a significant reduction in the blue
coloration in the first 10 minutes and, in the DNS test, a linear relationship between maltose
concentration and absorbance intensity, enabling the construction of reliable calibration curves.
Electrochemical analyses, performed by cyclic voltammetry and chronoamperometry,
indicated a hyperbolic behavior of the anodic peak current up to 20 minutes, reflecting the
kinetics of enzymatic hydrolysis and confirming the correlation between enzyme concentration
and signal intensity. Comparing immobilization methods of quiescent adsorption and physical
adsorption, glassy carbon showed a satisfactory linear response, confirmed by the R2 value,
carbon paste presented lower catalytic stability, and solid-phase electrodes (SPE — Screen-
Printed Electrode) stood out due to higher reproducibility and sensitivity, with statistically
significant differences (Tukey test, p < 0.05). System validation was carried out in barley malt
brewing mash, where the biosensor monitored the conversion of starch into fermentable sugars
for 30 minutes, with results confirmed by the Lugol test, which showed a reduction in the blue
coloration of amylose. These results confirm the feasibility of alpha-amylase immobilization
on solid-phase electrodes as an effective and low-cost strategy for the development of
biosensors, with great potential for the control of biotechnological and industrial processes,
especially in the food and beverage sector, in addition to clinical and environmental

applications.

Keywords: Alpha-amylase; biosensor; immobilization; electroanalysis.
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INTRODUCAO GERAL

A Biotecnologia tem impulsionado o desenvolvimento de tecnologias inovadoras para
deteccdo e monitoramento de biomoléculas, destacando-se 0s biossensores como ferramentas
sensiveis e seletivas, aplicaveis em processos industriais e pesquisas cientificas. Esses
dispositivos combinam um elemento biolégico de reconhecimento, como enzimas ou
anticorpos, a um transdutor fisico-quimico que converte a resposta biolégica em sinal
mensuravel, geralmente elétrico. Sensores eletroquimicos sdo particularmente relevantes
devido a sua sensibilidade, portabilidade e baixo custo, sendo técnicas como
cronoamperometria amplamente empregadas para monitorar a atividade enzimatica
(Grieshaber et al., 2008).

A alfa-amilase (EC 3.2.1.1) é uma enzima de grande importancia biotecnoldgica,
responsavel pela hidrolise de ligagdes a-1,4 em polissacarideos como o amido, liberando
acucares fermentaveis. Sua aplicacdo abrange setores como producdo de biocombustiveis,
alimentos, bebidas e detergentes, destacando-se pela eficiéncia catalitica e versatilidade em
diferentes condicdes industriais (Janecek et al., 2014; Ferreira et al., 2020).

A imobilizagdo da alfa-amilase em eletrodos de carbono, incluindo pasta de carbono e
eletrodos de fase sélida (SPE - Screen-printed Electrode), permite a construcéo de biossensores
reprodutiveis e estaveis, proporcionando medicGes eletroquimicas confidveis da atividade
enzimatica. Complementarmente, métodos colorimétricos classicos, como Teste de
Complexacdo Amido-lodo (Lugol) e Teste do acido 3,5 - dinitrossalicilico (DNS), podem ser
utilizados para validacédo visual ou espectrofotométrica da hidrolise do amido (Mafakher et al.,
2022; Syaffinaz et al., 2022).

Dessa forma, o desenvolvimento e a caracterizagdo de biossensores baseados em alfa-
amilase oferecem solucges eficientes para aplicacdes biotecnoldgicas, incluindo controle de
qualidade de alimentos, monitoramento ambiental e processos fermentativos, como a producgéo
de cerveja. Assim, o presente trabalho teve como objetivo elaborar e caracterizar biossensores
eletroanaliticos de alfa-amilase, comparando diferentes estratégias de imobilizagéo e avaliando
sua aplicabilidade em matriz real (mosturacgéo cervejeira), a fim de demonstrar sua viabilidade

pratica em sistemas biotecnologicos.



REVISAO LITERARIA

ESTRUTURA, FUNCAO E IMPORTANCIA DA ALFA-AMILASE

A alfa-amilase (a-1,4-glucano-glucanohidrolase) é uma hidrolase da familia das
glicosil-hidrolases responsivel pela clivagem de ligagdes glicosidicas do tipo o-(1—4) em
polissacarideos como amido e glicogénio, originando glicose, maltose e dextrinas de
diferentes tamanhos. Essa enzima é encontrada em organismos distintos, como plantas,
microrganismos e animais, desempenhando papel fundamental no metabolismo
energético. Em humanos, por exemplo, estd presente na saliva (ptialina) e no pancreas,
contribuindo para a digestio de carboidratos (Kandra, 2003).

Do ponto de vista estrutural, a alfa-amilase é uma proteina monomeérica de cerca de 50
kDa, composta por trés dominios principais. O dominio A apresenta estrutura de barril TIM e
abriga o sitio catalitico; o dominio B esta associado a ligacdo de ions calcio, que estabilizam a
estrutura enzimética; e o dominio C confere flexibilidade e participa na interacdo com o
substrato. O mecanismo de catalise envolve residuos de acido aspartico e glutdmico, essenciais
para a quebra da ligacdo glicosidica (Kandra, 2003).

As condicgbes ideais de atividade variam de acordo com a origem da enzima. Cepas
bacterianas como Bacillus licheniformis e Bacillus amyloliquefaciens produzem amilases
termoestaveis e ativas em pH alcalino, sendo amplamente utilizadas na industria de
detergentes. Ja espécies flngicas, como Aspergillus oryzae, produzem amilases mais adaptadas
a condigdes &cidas, aplicadas principalmente em panificacdo e fermentacdo alcodlica
(Mafakher et al., 2023).

O fungo Aspergillus oryzae apresenta grande relevancia biotecnoldgica, sendo
classificado como GRAS (Generally Recognized as Safe) e amplamente utilizado na indUstria
alimenticia e farmacéutica (Kandra, 2003; Mafakher et al., 2023). Além de produzir alfa-
amilase em quantidades significativas, a cepa produz outras hidrolases de interesse, como
proteases e lipases, o que reforca seu papel como microrganismo modelo em processos
fermentativos. A alfa-amilase de A. oryzae possui atividade 6tima em pH levemente acido (4,5—
6,0) e temperatura de 50-55 °C, condi¢Bes compativeis com matrizes alimentares como o

mosturacao cervejeira, sendo responsavel pela producao de maltose e dextrinas que favorecem
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a fermentacéo subsequente pelas leveduras. Alem disso, trata-se de uma cepa segura, COm uso

tradicional em bebidas e alimentos orientais, como saqué e shoyu, o0 que garante sua aceitagdo
regulatoria e fortalece sua aplicabilidade industrial. No contexto deste trabalho, a escolha de A.
oryzae como fonte de alfa-amilase ndo apenas assegura condigfes experimentais adequadas,
mas também amplia o potencial de aplicacdo préatica do biossensor em inddstrias alimenticias
e de bebidas.

A determinacéo da atividade da alfa-amilase possui grande relevancia em diferentes
areas. Na industria de alimentos e bebidas, a quantificacdo da enzima é crucial para o controle
de processos fermentativos e de mosturacdo. Na biotecnologia, permite 0 monitoramento da
hidrolise de amido para obtencao de xaropes de glicose e producdo de bioetanol. J& na area
clinica, a dosagem da alfa-amilase em fluidos biologicos é utilizada como ferramenta
diagndstica em distdrbios metabolicos e em patologias pancreéaticas (Sharma et al., 2012).
Considerando essa diversidade de aplicacOes, diversas metodologias foram desenvolvidas ao
longo do tempo. As técnicas colorimétricas se consolidaram como métodos classicos pela
simplicidade e baixo custo, enquanto os biossensores eletroquimicos vém ganhando espaco por

oferecerem rapidez, alta sensibilidade e aplicabilidade em matrizes complexas.

METODOS COLORIMETRICOS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE AMILASICA

Os metodos colorimétricos estdo entre as abordagens mais tradicionais para
quantificacdo da atividade da alfa-amilase, destacando-se pela simplicidade, baixo custo e
ampla difusdo em laboratérios de pesquisa e industrias. De modo geral, essas técnicas exploram
alteracdes de cor provocadas pela hidrélise do amido ou pela formagdo de produtos da reacao
enzimatica capazes de interagir com reagentes cromogénicos. Entre 0s ensaios mais
empregados nesse grupo encontram-se o Lugol, que avalia indiretamente a hidrélise do amido,
e 0 &cido 3,5-dinitrossalicilico (DNS), que quantifica indiretamente os aglcares redutores
liberados.

O ensaio com Lugol baseia-se na interacdo entre o iodo e as regides helicoidais da
amilose, que produzem coloracdo azul intensa. Durante a acdo da alfa-amilase, o amido é
progressivamente degradado, diminuindo a intensidade da cor, o que pode ser monitorado

espectrofotometricamente em 620 nm (Mafakher et al., 2023). Apesar da simplicidade, o
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método apresenta limitagdes em termos de sensibilidade e sofre influéncia de substancias

interferentes, especialmente em amostras complexas.

O método do DNS, descrito por Miller (1959), tornou-se referéncia para a determinacéao
de acucares redutores liberados pela agdo enzimética. Nessa reacdo, o0 DNS interage em meio
alcalino com glicose e maltose, formando um produto alaranjado cuja absorbancia é medida
em 540 nm. Trata-se de um método robusto, amplamente utilizado em pesquisas e industrias,
embora demande aquecimento e consumo relativamente alto de reagentes. Versfes adaptadas
em microplacas de 96 pocos foram desenvolvidas para reduzir custos e permitir a analise

simultanea de vérias amostras, aumentando a eficiéncia experimental (Rauf et al., 2021).

TECNICAS ELETROQUIMICAS PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ENZIMATICA

O avanco da eletroquimica aplicada ao estudo enzimatico permitiu o desenvolvimento
de biossensores capazes de detectar alfa-amilase de forma rapida e sensivel. Entre as técnicas
mais empregadas destacam-se a voltametria ciclica e a amperometria, que permitem monitorar
correntes proporcionais a concentracdo de produtos da reacdo enzimatica, como glicose e
maltose (Mello et al., 2008). Para a construcdo desses sensores, 0s materiais de carbono sdo 0s
mais utilizados devido & sua boa condutividade elétrica e estabilidade. O carbono vitreo
apresenta elevada area superficial e boa linearidade de resposta, os eletrodos de pasta de carbono
oferecem baixo custo e flexibilidade para modifica¢fes quimicas, enquanto os eletrodos de fase
solida (SPEs) se destacam pela portabilidade, baixo custo e possibilidade de descarte ap6s 0 uso
(Araujo, 2018).

A calibracdo do sistema eletroquimico e frequentemente realizada utilizando solucdes
de ferro/ferricianeto de potassio como sonda redox, o0 que garante a verificacdo do desempenho
do eletrodo antes da aplicagdo em amostras (EP0541083B1, 1993). Além disso, estratégias
enzimaticas acopladas, envolvendo a-glicosidase e glicose oxidase, tém sido empregadas para
aumentar a seletividade da deteccdo de glicose resultante da hidrdlise de maltose e dextrinas
(Afobmcis, 2016). O uso de nanomateriais, como nanotubos de carbono e nanoparticulas
metalicas, também tem sido reportado, ampliando a area ativa e favorecendo a transferéncia

eletronica, o que permite alcancar limites de deteccdo ainda mais baixos (Wang, 2005).
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APLICACOES PRATICAS DA ALFA-AMILASE EM MATRIZES COMPLEXAS

A determinacdo da atividade amilasica em matrizes reais é desafiadora devido a
presenca de interferentes, entretanto, representa uma etapa fundamental para validar
metodologias analiticas. Na industria cervejeira, a alfa-amilase é uma das enzimas-chave no
processo de mosturacao, pois promove a conversdo do amido do malte em agUcares fermentaveis
em conjunto com a beta-amilase e outras enzimas amiloliticas (Hornink, 2024).. A eficiéncia
dessa etapa impacta diretamente caracteristicas como teor alcoodlico, corpo e perfil sensorial da
cerveja (Hillinck et al., 2020). Ensaios colorimétricos sdo aplicaveis, mas geralmente demandam
preparacdo da amostra, nesse contexto, sensores eletroquimicos tém se mostrado vantajosos, por
apresentarem resposta rapida, operacdo direta em mosturacédo cervejeira e baixo tempo de analise
(Araujo, 2018). Além da cerveja, estudos apontam que a atividade enzimatica da amilase
também influencia o perfil sensorial de destilados e outras bebidas alcodlicas, demonstrando que
a quantificacdo da enzima esté diretamente relacionada a qualidade final do produto (Hillinck et
al., 2020).

Em aplicaces clinicas, a alfa-amilase é empregada como biomarcador em andlises de
soro e urina, auxiliando no diagnostico de pancreatite aguda e de alteracGes metabdlicas. Nesse
contexto, o desenvolvimento de sensores descartaveis tem grande potencial para diagndsticos
rapidos e de baixo custo (Sharma et al., 2012). No &mbito industrial e ambiental, a alfa-amilase
é utilizada para controle de qualidade em processos de producéo de etanol, xaropes de glicose e
formulagcBes enzimaticas, em que métodos convencionais ainda sdo adotados, mas ha crescente
interesse pelo uso de sensores portateis e automatizados (Mello et al., 2008).

Diante do exposto, observa-se que a alfa-amilase é uma enzima de ampla relevancia,
tanto no metabolismo bioldgico quanto em diferentes setores industriais e clinicos. Sua detec¢éao
pode ser realizada por métodos cléssicos, como Teste de Complexa¢do Amido-lodo (Lugol) e
Teste do acido 3,5 - dinitrossalicilico (DNS), que ainda sdo amplamente utilizados, mas que
apresentam limitacdes de sensibilidade e aplicabilidade em matrizes complexas. As técnicas
eletroquimicas, por outro lado, surgem como alternativas modernas, capazes de oferecer maior
rapidez, sensibilidade e possibilidade de aplicacdo direta em sistemas complexos, como a
mosturacao cervejeira. Assim, observa-se que, embora os métodos colorimétricos continuem
sendo amplamente empregados devido a simplicidade e baixo custo, sua baixa sensibilidade e

aplicabilidade restrita em matrizes complexas limitam o alcance dos resultados. As técnicas
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eletroquimicas, por outro lado, tém se mostrado alternativas modernas e promissoras,

possibilitando maior rapidez, seletividade e aplicacao direta em sistemas complexos. No entanto,
ainda sdo escassos 0s estudos que explorem de forma comparativa diferentes estratégias de
imobilizacdo da alfa-amilase em eletrodos e que validem, em condicGes reais, a aplicabilidade
desses biossensores. Diante disso, 0 presente trabalho propde o desenvolvimento e a
caracterizacdo de biossensores eletroanaliticos de alfa-amilase, avaliando distintos suportes de
imobilizacdo e demonstrando sua viabilidade em matrizes reais, tendo a mosturacdo cervejeira
como um exemplo de aplicacédo relevante no contexto biotecnoldgico e industrial.

Considerando as diretrizes institucionais, optou-se pela apresentacdo dos capitulos
seguintes no formato de artigo cientifico, conforme previsto no Regulamento do Trabalho de
Conclusdo de Curso do Bacharelado em Biotecnologia da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG). Tal formato é permitido desde que sejam mantidos os elementos obrigatdrios
estabelecidos pelas normas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT),
especialmente a NBR 14724/2011 e a NBR 6022/2018, que dispdem sobre a estrutura de
trabalhos académicos e artigos cientificos. Dessa forma, o presente trabalho articula uma revisao
contextual ampla com a producdo cientifica em formato de artigo, assegurando tanto o rigor
académico quanto a adequacdo as exigéncias formais da instituicdo.
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1. ARTIGO

Elaboracdo e caracterizacdo eletroanalitica de biossensores de alfa-amilase para

aplicacOes biotecnologicas

Maria Eduarda Gibertoni Miguel
Livia Silva Bispo
José Mauricio S. Ferreira da Silva

Resumo

Biossensores eletroanaliticos configuram-se como alternativas sensiveis e de baixo custo para a
deteccdo de biomoléculas em diferentes contextos biotecnoldgicos e industriais. Neste trabalho,
desenvolveu-se e caracterizou-se um biossensor baseado na imobilizacdo de alfa-amilase,
enzima responsavel pela hidrélise do amido em agucares fermentaveis. Ensaios colorimétricos
evidenciaram a aplicabilidade dos meétodos classicos: Teste de Complexacdo Amido-lodo
(Lugol) demonstrou répida reducéo da coloracéo azulada nos primeiros 10 minutos de reacdo,
enquanto o Teste do acido 3,5 - dinitrossalicilico (DNS) apresentou relacdo linear entre
concentracdo de maltose e absorbancia, com valores crescentes de 0,035 a 0,148 (0,3 a 1,8
mg/mL), permitindo a construcdo de curva de calibracdo confidvel. As analises eletroquimicas,
conduzidas por voltametria ciclica e cronoamperometria, revelaram comportamento hiperbélico
da corrente anddica até 20 minutos, diretamente proporcional a concentracdo enzimatica.
Diferentes suportes de imobiliza¢do foram comparados: o carbono vitreo apresentou estabilidade
intermedidria, a pasta de carbono menor retencdo da enzima e os eletrodos de fase solida ((SPE
- Screen-printed Electrode) destacaram-se pela maior sensibilidade e reprodutibilidade, com
diferencas significativas em relacdo aos demais (teste de Tukey, p < 0,05). Como exemplo de
aplicacdo pratica, o biossensor foi empregado em um processo de mosturagdo de malte de cevada
cervejeira, monitorando de forma eficaz a hidrolise de amido em acUcares fermentaveis. Os
resultados confirmam a viabilidade da estratégia proposta para controle de processos
biotecnoldgicos e industriais.

Palavras chave: Alfa-amilase; biossensor; imobilizac&o; eletroanalise.

1. INTRODUCAO

A continua evolucdo no campo da Biotecnologia tem promovido o desenvolvimento de

LLink do Curriculo Lattes: http://lattes.cnpq.br/0544849130236328. Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). E-maiil:
maria.miguel@unifal-mg.edu.br

2Link do Curriculo Lattes: http://lattes.cnpg.br/2559695105533369. Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). E-mail:
livia.bispo@unifal-mg.edu.br

3Link do Curriculo Lattes: http://lattes.cnpg.br/0436922594542722. Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). E-mail:
jose.dasilva@unifal-mg.edu.br



14
tecnologias cada vez mais avancadas e inovadoras, voltadas para o aprimoramento da detec¢éo

e monitoramento de biomoléculas especificas. Nesse cenario, 0s biossensores destacam-se
como ferramentas essenciais, desempenhando um papel crucial em diversas areas de estudo e
aplicacdes praticas, especialmente no contexto biotecnoldgico. Esses dispositivos permitem a
identificacdo precisa, sensivel e seletiva de biomoléculas de interesse, fornecendo informagdes
que contribuem significativamente para 0 avango de processos industriais e de pesquisa.

Os biossensores sdo sistemas analiticos compostos por um elemento biol6gico de
reconhecimento, como enzimas, anticorpos, células ou acidos nucleicos, acoplado a um
transdutor fisico-quimico, que converte a resposta bioldgica em um sinal mensuravel,
geralmente elétrico, e auxiliado por um mecanismo de deteccdo (ex: radioatividade,
espectroscopia, eletroquimica). Dentre os tipos de transducdo de sinal, 0s sensores
eletroquimicos tém se destacado por sua sensibilidade, portabilidade, baixo custo e possibilidade
de miniaturizagdo. No desenvolvimento desses sensores, técnicas como voltametria e
cronoamperometria sdo amplamente empregadas para monitorar reagdes bioldgicas, permitindo
a construcdo de dispositivos confiaveis e eficazes (Grieshaber et al., 2008).

Entre as biomoléculas de interesse na &rea biotecnoldgica, a enzima alfa-amilase (EC
3.2.1.1) ocupa um lugar de destaque devido ao seu papel fundamental na hidrdlise de ligagdes
glicosidicas a-1,4 em polissacarideos como o amido, liberando unidades menores, como,
dextrinas, maltose e glicose. Essa enzima esta presente em diversos organismos, incluindo
plantas, animais e microrganismos, como fungos e bactérias. Sua funcdo no sistema digestivo e
em processos industriais, como a producdo de biocombustiveis, alimentos, bebidas e detergentes,
reforga sua importancia como uma ferramenta biotecnoldgica de ampla aplicabilidade (Janecek
etal., 2014).

Do ponto de vista estrutural, a alfa-amilase € uma proteina monomérica composta por
aproximadamente 512 aminoacidos e peso molecular de cerca de 50 kDa. Ela apresenta trés
dominios principais: o dominio A ((p/a)s), o dominio B (localizado entre uma cadeia e uma
hélice do dominio A) e o dominio C (com estrutura em folha associada ao dominio B). O sitio
ativo da enzima, onde ocorre a catalise, encontra-se entre os dominios A e B, contendo residuos

essenciais como o glutamato e dois aspartatos (Zorzin, 2014; Buisson et al., 1987).

Figura 1 - Estrutura cristalogréfica da alfa-amilase de Aspergillus oryzae
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Fonte: Elaborado pelas autoras - Software: PyMol (2025).

Legenda: Representagdo da estrutura cristalografica da alfa-amilase de Aspergillus oryzae (PDB ID: 6TAA). O
dominio A (TIM barrel) esta representado em magenta, o dominio B (ligagdo a Ca**) em ciano e o dominio C (B-
sanduiche C-terminal) em verde.

Evidencia-se na estrutura cristalografica da alfa-amilase de Aspergillus oryzae (PDB
ID: 6TAA) a organizagdo tripartida caracteristica da familia GH13, composta pelos dominios A,
B e C. O dominio A conforma-se como um barril (B/a)s do tipo TIM, no interior do qual se
encontra o sitio ativo da enzima. O dominio B corresponde a uma insercdo entre a terceira folha
B e a terceira hélice a, desempenhando papel essencial na coordenagdo de ions Ca?*" que
estabilizam a estrutura, enquanto o dominio C, localizado no C-terminal, apresenta um motivo
em “B-sanduiche”, associado a flexibilidade conformacional e a interacdo com substratos. O sitio
ativo é formado pelos residuos cataliticos altamente conservados Asp206, que atua como
nucledfilo, Glu230, responsavel pela fungdo de acido/base, e Asp297, que estabiliza o estado de
transicdo. O mecanismo catalitico ocorre em duas etapas principais: inicialmente o Asp206
realiza o ataque nucleofilico a ligagdo a-1,4-glicosidica, auxiliado por Glu230, e em seguida o
Asp297 promove a estabilizagdo do estado de transicdo, resultando na hidrolise do amido em
maltose e dextrinas. Adicionalmente, a presenca de um ion Ca?", juntamente com um sitio de
ligagdo para Cl™ localizado proximo ao centro catalitico, contribui para a estabilidade estrutural
da enzima e aumenta a sua eficiéncia catalitica (Buisson et al., 1987; Kandra, 2003; Janecek;
Svensson; Macgregor, 2014).

A alfa-amilase possui caracteristicas especificas que a tornam apropriada para diferentes
setores industriais. Na industria de bebidas, por exemplo, enzimas termoestaveis sao preferidas
devido aos processos de aquecimento; ja no setor de detergentes, enzimas com resisténcia a
solventes e estabilidade térmica sdo desejaveis. Na producdo de biocombustiveis, a eficiéncia

catalitica e a rapidez na conversdo de amido em acucares fermentaveis sdo fundamentais
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(Ferreira et al., 2020).

A utilizacdo de biossensores para a deteccdo da atividade da alfa-amilase oferece
vantagens significativas. A imobilizacdo da enzima no sensor € um passo critico, e a adsorcao
fisica em eletrodos de carbono, como o de pasta de carbono ou os eletrodos de fase solida (SPE
- Screen-printed Electrode), tem se mostrado uma estratégia promissora. Esta abordagem
permite a reutilizacdo do biossensor, promove estabilidade operacional e facilita a interacéo entre
a enzima e o substrato, resultando em respostas eletroquimicas confiaveis e reprodutiveis
(Mafakher et al., 2022; Hansen, 2011).

Técnicas como cronoamperometria sdo amplamente utilizadas na caracterizacao
eletroquimica de biossensores, pois permitem monitorar a corrente elétrica gerada pela interacéo
da enzima com o substrato ao longo do tempo. Essas analises fornecem dados quantitativos sobre
a atividade enzimatica e permitem avaliar parametros como sensibilidade, seletividade, limite de
deteccdo e estabilidade (Hansen, 2011). No caso da alfa-amilase, essa abordagem ¢€ eficaz para
estudar sua atividade catalitica em diferentes condi¢cdes experimentais e sua interacdo com
superficies eletroativas, como as de carbono.

Além das analises eletroquimicas, métodos colorimétricos classicos, como o uso do
reagente de &cido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) e de I2/KI (Lugol), continuam sendo ferramentas
complementares na deteccdo de acgucares redutores gerados pela acdo da alfa-amilase. Tais
métodos oferecem uma alternativa visual ou espectrofotométrica, auxiliando na validacdo de
dados e confirmagdo da atividade enzimética (Syaffinaz et al., 2022; Singh et al., 2022).

Dessa forma, elaboracdo e caracterizacdo de biossensores baseados na alfa-amilase
contribuem diretamente para o desenvolvimento de sistemas de deteccdo de alto desempenho,
com aplica¢bes promissoras em areas como controle de qualidade de alimentos, produgdo de
biocombustiveis, monitoramento ambiental e processos fermentativos, como o da producédo de
cerveja artesanal. O presente trabalho, portanto, busca aprofundar o conhecimento sobre a
construcdo desses biossensores, avaliando diferentes estratégias de imobilizacdo enzimética e
técnicas de deteccdo eletroquimica, com énfase na aplicacdo biotecnoldgica na mosturacdo

cervejeira, promovendo a integracdo entre pesquisa académica e demanda industrial.

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O desenvolvimento deste trabalho contempla a descricdo dos métodos utilizados e a



17
apresentacdo dos resultados obtidos para a avaliacdo da atividade da alfa-amilase. Foram

empregadas abordagens complementares, combinando técnicas colorimétricas tradicionais e
analises eletroquimicas, a fim de validar a eficiéncia enziméatica e investigar diferentes

estratégias de imobilizagdo em matrizes de interesse biotecnoldgico.

2.1 ATIVIDADE AMILASICA

A determinacdo da atividade amilasica constitui etapa fundamental para avaliar o
desempenho da alfa-amilase em diferentes condicdes experimentais. Esse pardmetro permite
compreender a eficiéncia da enzima na hidrélise do amido e a formacdo de acUlcares
fermentaveis, sendo essencial tanto em aplicacdes biotecnoldgicas quanto industriais. Assim, a
caracterizacdo da atividade enzimatica neste trabalho busca ndo apenas validar os métodos
empregados, mas também estabelecer parametros comparativos entre abordagens colorimétricas

e eletroquimicas.

2.2 ABSORCAO MOLECULAR

Entre as técnicas aplicadas para avaliar a atividade enzimatica, a absor¢do molecular
apresenta-se como uma estratégia simples e acessivel, capaz de monitorar variacdes
espectrofotométricas causadas pela acdo da alfa-amilase. Utilizada tradicionalmente em ensaios
de hidrolise de amido, essa abordagem correlaciona a intensidade de absorbancia com a presenca
de substratos ou produtos da reacdo, funcionando como um método complementar as analises
eletroquimicas. Nesse contexto, foram empregados reagentes cromogénicos classicos,

destacando-se o Lugol.

2.2.1 Lugol

Na primeira etapa experimental, o tampao fosfato 0,04 mol-L™! (pH 5,9) foi preparado a
partir da pesagem de 5,416 g de fosfato de sodio dibasico (Na:HPO4) e 0,0373 g de fosfato de
s6dio monobasico (NaHPO.), dissolvidos em baldo volumétrico de 1 L com agua destilada. A
solucdo foi mantida sob agitagdo magnética até completa dissolucdo. O pH foi ajustado com
auxilio de pHmetro, garantindo estabilidade da solucéo tamp&o. Apos o preparo, a solucdo foi
transferida para frasco a@mbar e armazenada sob refrigeracdo (4 °C) para preservar suas
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caracteristicas fisico-quimicas. A utilizacdo de tampdo fosfato se justifica por sua ampla

capacidade de manter o pH estavel em solucdes biologicas, condicao essencial para a atividade
da alfa-amilase, cuja faixa 6tima de a¢do ocorre em meio levemente acido a neutro.

Apos a preparacgdo do tampdo fosfato foram feitas as possiveis solu¢des dos reagentes a
serem utilizados. O reagente de Lugol foi preparado pela dissolugdo de 0,05 g de iodo (I2) € 0,5
g de iodeto de potassio (KI) em 10 mL de agua destilada. Essa solucdo forma o complexo
triiodeto, utilizado como indicador da presenca de amido, uma vez que promove coloracao azul
caracteristica devido a interacdo com as hélices de amilose. Além disso, a solucdo de amido a
1% foi obtida pela dissolucdo de 0,1 g de amido em 10 mL de agua destilada, sob aquecimento
leve e agitacdo, a fim de favorecer a solubilizacao.

Para o inicio aos ensaios, aliquotas de 500 pL de tampéo fosfato foram transferidas para
tubos de ensaio, as quais foram adicionados diferentes volumes de solucdo de amido (100 pL,
500 pL, 700 pL e 1000 pL). O volume final foi ajustado para 2000 pL com agua destilada. Apds
estabilizacdo da mistura (1 min), adicionou-se 30 pL de alfa-amilase, dando inicio a reacéo
enzimatica. Em seguida, foram acrescentados 100 pL de solugdo de Lugol e 100 puL de HCI,
promovendo acidificacdo e estabilizacdo da mistura para leitura espectrofotométrica. Um tubo
de referéncia (branco) foi preparado contendo 500 pL de tampéo fosfato, 100 uL de Lugol, 1000
puL de HCI e 1000 pL de agua destilada, utilizado para calibracdo do espectrofotbmetro.

As leituras iniciais de absorbancia refletem a variacdo na concentracdo de amido
disponivel e sua interacdo com o reagente de Lugol. Observou-se, entretanto, que as medidas
apresentaram valores superiores aos esperados, possivelmente devido a influéncia da alta
concentracéo de HCI na reacéo, interferindo na estabilidade do complexo iodo-amido.

Com o objetivo de corrigir essa limitacdo, o volume de HCI adicionado foi reduzido em
novos ensaios, a fim de minimizar a interferéncia na detecgédo espectrofotometrica e aumentar a
sensibilidade a atividade enzimatica. Nessas condi¢Ges, foram realizadas novas leituras,
permitindo monitorar o perfil temporal da reacdo enzimética e identificar o ponto de maior

atividade detectavel.

2.2.2 Acido 3,5-dinitrossalicilico

Nesta etapa experimental, utilizou-se o tampao fosfato 0,04 mol-L! e a solu¢ao de amido

1%, previamente preparados (secdo 1.1). Em seguida, preparou-se uma solucdo de maltose
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(0,0180 g em 10 mL de agua destilada) e a solucdo de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS),

composta por 0,5 g de acido DNS em 25 mL de agua destilada, acrescida de 15 g de tartarato de
potassio e sddio tetrahidratado em 10 mL de NaOH 2 mM, sob agitacéo e leve aquecimento,
conforme descrito por Miller (1959). O método do DNS baseia-se na reduc¢do do grupo nitro do
reagente por acgucares redutores, como a maltose, gerando um composto colorido cuja
intensidade é proporcional a concentracdo de agucar redutor.

Para o ensaio, adicionaram-se 1000 pL da solucdo de DNS e diferentes volumes de
maltose (300-1500 pL) em tubos de ensaio, completando-se para 2000 pL com &gua destilada.
As amostras foram aquecidas em banho fervente por 5 min, resfriadas com 10 mL de &gua
destilada e avaliadas em espectrofotdmetro em duplicata, permitindo a correlacao da absorbancia

com a atividade enzimatica.

2.3 ELETROANALISE

A aplicacdo de técnicas eletroquimicas constitui uma abordagem moderna e sensivel
para a avaliacdo da atividade enzimatica. No contexto da alfa-amilase, a eletroanalise permite
monitorar, em tempo real, a geracdo de produtos da hidrélise do amido por meio de correntes
elétricas proporcionais a concentracdo de glicose e maltose liberadas. Essa estratégia
complementa os métodos espectrofotométricos, oferecendo maior precisao, reprodutibilidade e
aplicabilidade em matrizes complexas, além de possibilitar a comparacdo entre diferentes

suportes de imobilizacdo enzimatica.

2.3.1 Preparo de sensor de carbono grafitado

Neste experimento, foi construida uma célula eletroquimica de baixo custo, empregando
béqueres de 25 mL conectados por uma ponte salina confeccionada com algodado envolto em fita
crepe e embebido em solucdo de KCI. Cada béquer representou uma cdmara distinta.

A cadmara anodica foi preparada com 400 pL de tampéo fosfato pH 7,0, 500 pL de solucéo
de amido a 0,5%, 500 pL de &cido ascorbico (2 mg/mL) e 500 pL de solucdo de Lugol, todos
previamente preparados e mantidos sob agitagdo constante para assegurar homogeneizagéo. A
camara catddica, por sua vez, foi composta por 6000 pL de tampéo fosfato pH 7,0.

A atividade eletroquimica foi inicialmente monitorada por meio de um multimetro,
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durante aproximadamente 15 minutos, até a estabilizacdo dos valores. Em seguida, os dados

obtidos foram analisados utilizando um potenciostato, visando maior precisao na caracterizacao

da resposta eletroquimica do sistema.

2.3.2 Calibracéo do sistema

A fim de iniciar a calibracdo do sistema, foi preparada a solucdo de ferri/ferro, sendo
amplamente utilizada como sistema padrdo em eletroquimica devido a sua resposta reversivel e
bem definida, servindo como referéncia para avaliar a eficiéncia de transferéncia eletrénica nos
eletrodos. Para isso, pesou-se 0,1646 g de ferricianeto de potassio Ks[Fe(CN)s] e 0,2111 g de
ferrocianeto de potassio Ka[Fe(CN)s], os quais foram diluidos em 3,33 mL de solugao de cloreto
de potassio (KCI) 0,1 mol-L™'. Em seguida, a mistura foi completada com agua destilada em
baldo volumétrico de 100 mL e transferida para frasco ambar, a fim de evitar degradagéo por
exposicdo a luz.

Apdbs a preparacdo do reagente, realizou-se um teste preliminar para avaliacdo da
funcionalidade dos eletrodos, comumente denominado “teste do patinho”. Nesse procedimento,
a solucdo de ferri/ferro foi adicionada a um frasco de vidro de 5 mL, no qual foram imersos trés
eletrodos: um eletrodo de referéncia (Ag/AgCl), um eletrodo de trabalho (pasta de carbono ou
eletrodo de fase solida) e um contra eletrodo de carbono. As medicdes eletroquimicas foram
conduzidas na faixa de potencial entre -0,4 e +0,6 V.

Na etapa seguinte, realizou-se a calibracdo do eletrodo utilizando uma solucéo de glicose,
uma vez que, sua oxidacdo eletroquimica em meio alcalino ocorre em potenciais positivos,
permitindo a observacao das varia¢Oes diretamente proporcionais & concentracao presente. Para
tanto, preparou-se uma solugao contendo 0,3788 g de glicose [CsH120s] dissolvida em 25 mL de
NaOH 0,1 mol-L™'. A partir dessa solugdo, foram preparados diferentes béqueres contendo
volumes entre 0 e 3 mL, com incrementos de 0,5 mL, sendo cada um completado com NaOH
até o volume final de 5 mL.

Os ensaios eletroquimicos foram realizados conforme o procedimento descrito
anteriormente, com variacao de potencial entre —0,2 e +2,0 V. O objetivo foi avaliar a resposta
eletroquimica em funcdo da presenca de glicose no meio, esperando-se a obtencdo de curvas

voltamétricas com picos crescentes de acordo com o aumento da concentrag&o.
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2.3.3 Determinacéo de atividade amilasica em solucéo de amido

Ao final do processo de calibragdo, procedeu-se a verificagdo do comportamento
enzimatico sobre o amido. Para isso, foi preparada uma solugdo contendo 0,1 g de amido (1%)
dissolvido em 10 mL de tampao fosfato 0,04 mol-L™' (pH 6,9), aquecida por aproximadamente
5 minutos a 80 °C, a fim de favorecer a homogeneizacdo, uma vez que o0 amido apresenta baixa
solubilidade em condi¢fes normais.

A escolha do amido como substrato deve-se ao fato de ser o principal alvo da alfa-
amilase, enzima responsavel pela clivagem de ligagdes a-1,4 glicosidicas. Dessa forma, a
resposta eletroquimica observada reflete ndo apenas a presenca do polimero, mas também a
atividade catalitica da enzima no meio. O ensaio entdo foi conduzido utilizando os mesmos
parametros empregados na solucdo de glicose, com variagdo de potencial de -0,2 a +2,0 V. O
objetivo foi observar a resposta eletroquimica da enzima frente ao substrato, buscando identificar
curvas voltamétricas com tendéncia crescente, indicativas da taxa de atividade enzimatica ao

longo do tempo.

2.4 SENSORES ALTERNATIVOS

Para o desenvolvimento dos biossensores, foram selecionadas diferentes plataformas de
eletrodos com o objetivo de comparar abordagens que variam em custo, praticidade e
disponibilidade de insumos. O eletrodo de carbono vitreo foi utilizado como referéncia classica
em imobilizagdo enzimatica, enquanto o eletrodo de pasta de carbono, construido a partir de
grafite e ligante oleoso, permite avaliar uma alternativa com materiais amplamente disponiveis
e de baixo custo. Alem disso, os eletrodos de fase sdlida (SPE) foram empregados por serem
descartaveis, econdmicos e de facil manuseio, caracteristicas que favorecem a reprodutibilidade
e reduzem o risco de contaminacdo. Essa diversidade de plataformas permite explorar diferentes
estratégias de imobilizacdo da alfa-amilase, avaliando seu desempenho eletroquimico e a

eficiéncia na deteccdo da atividade enzimatica.

2.4.1 Carbono vitreo

Inicialmente, um eletrodo de carbono vitreo (marca BAS) foi submetido a limpeza

ultrassénica por 15 minutos, seguida de abraséo da superficie com éxido de alumina, a fim de



22
remover impurezas e garantir uma superficie homogénea para a imobilizacdo enzimatica. Em

seguida, foram desenvolvidas duas metodologias distintas:

Na primeira, o eletrodo foi imerso em uma solucéo enzimatica de alfa-amilase, preparada
em tampéo fosfato na proporgéo 1:1, com o objetivo de promover a adsor¢do controlada da
enzima sobre a superficie do eletrodo. A incubacdo foi conduzida a 4°C por 15 horas,
assegurando a estabilizacdo conformacional da alfa-amilase e a preservacao de sua atividade
catalitica. Posteriormente, o eletrodo foi submetido a analises amperométricas, permitindo a
quantificacdo das variagdes na atividade enzimética e a avaliagdo de parametros cinéticos
relevantes, como a corrente maxima e a afinidade substrato-enzima , fornecendo informacGes
sobre a eficiéncia da imobilizacdo enzimatica e o desempenho eletroquimico do biossensor.

Na segunda metodologia, o eletrodo foi imerso na mesma solugdo enzimatica de alfa-
amilase em tampdo fosfato (proporcdo 1:1), porém a temperatura ambiente, por um periodo de
2 a 3 horas, sob agitacdo magnética suave. Apds a incubacdo, foram realizadas medigdes da
atividade enziméatica com o eletrodo sensibilizado, permitindo a construcdo de um grafico de

resposta linear crescente, representativo da cinética enzimatica sobre o biossensor.

2.4.2 Pasta de carbono

O experimento consistiu na construcdo de um eletrodo de pasta de carbono, que envolve
a preparacao de uma mistura homogénea de p6 de grafite e dleo Nujol, utilizado como ligante.
Inicialmente, uma quantidade adequada de grafite foi misturada com Nujol até formar uma pasta
consistente e maledvel, permitindo sua manipulacdo e moldagem sobre o suporte do eletrodo.
Em seguida, a pasta de carbono foi cuidadosamente introduzida no compartimento do eletrodo
ou aplicada sobre a superficie do suporte, formando o eletrodo ativo. A superficie do eletrodo
foi entdo alisada, tornando-o apto para imersdo em uma solugdo enzimatica de alfa-amilase
preparada em tampdo fosfato na propor¢do 1:1. A incubacdo foi realizada & temperatura
ambiente por 2 horas, sob agitacdo magnética suave, promovendo a adsor¢do controlada da
enzima sobre a superficie do eletrodo.

Ap0s esse processo, o eletrodo sensibilizado foi utilizado em medi¢es amperométricas
da atividade enzimética, permitindo a avaliacdo de pardmetros cinéticos relevantes, como a
corrente maxima e a afinidade substrato-enzima , fornecendo informacdes detalhadas sobre a

eficiéncia da imobilizacdo enzimatica e o desempenho eletroquimico do biossensor.
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2.4.3 Eletrodo de fase sélida (SPE)

O ensaio proposto envolveu a utilizagdo de um eletrodo de fase sélida (SPE) para a
andlise da atividade enzimatica. A reacdo foi conduzida em uma solugdo contendo tampdo
fosfato, amido a 1% e alfa-amilase, mantida sob agitacdo constante por 30 minutos com o auxilio
de um agitador magnético, permitindo a completa interacdo entre a enzima e o substrato. Apos
esse periodo, uma aliquota de 20-30 pL foi cuidadosamente retirada e depositada sobre o SPE,
possibilitando a realizacdo de medi¢Bes amperométricas controladas.

Esses ensaios permitiram avaliar parametros cinéticos relevantes, como a corrente
méaxima e a afinidade substrato-enzima , fornecendo informac6es detalhadas sobre a eficiéncia

catalitica da alfa-amilase e o desempenho eletroquimico do biossensor.

2.5 APLICACAO EM MOSTURACAO CERVEJEIRA

Apos as etapas de teste mencionadas anteriormente, foi possivel identificar o método
mais eficiente de imobilizacdo, que ocorreu por meio do eletrodo de fase solida. Para garantir a
confiabilidade dos dados, o procedimento foi repetido trés vezes, confirmando a replicabilidade
e validando a hipétese, permitindo, assim, a progressao para a etapa de aplicacao.

Com a replicabilidade confirmada, o ensaio experimental avangou para as etapas de
calibracdo do eletrodo e do equipamento, conforme descrito nos anteriores. Concluida essa fase,
iniciou-se o ensaio de aplicacdo. Inicialmente, o sistema foi aquecido em banho-maria a 70 °C
(temperatura 6tima para alfa-amilase II na cevada), onde 10 g de grdos de malte de cevada clara
(Pilsen Agraria - 76 °Lintner) ensacados em voal, moidos em moinho de rolos (razdo 1:4, ideal
para atividade das enzimas amiloliticas na mostura). A mistura foi mantida sob agitacdo manual
com um bastdo de vidro a cada 2 minutos, durante um periodo total de 30 minutos.

Apds esse intervalo, o saco de grdos moidos foi espremido para a retirada de aliquotas,
procedimento repetido a cada 5 minutos para a obtengéo de novas leituras. Ao término dos 30
minutos, realizou-se o teste do iodo para avaliacdo visual da conversdo do amido. Uma gota de
solugéo de Lugol foi misturada a uma gota da solucdo da mostura em um tubo de ensaio; a
coloracdo azul ou roxa indicava a presenga de amido residual e, portanto, atividade enzimética

incompleta, enquanto tonalidades esverdeadas ou amareladas evidenciaram a hidrélise do amido
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e o correto funcionamento da enzima.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ATIVIDADE AMILASICA POR ABSORCAO MOLECULAR

O monitoramento da reacdo enzimatica com Lugol permitiu acompanhar a diminuicéo
da coloracdo azul caracteristica do complexo iodo-amido, indicando hidrolise progressiva do
substrato pela acdo da alfa-amilase. A Figura 2 mostra a curva de absorbancia média em 540 nm
obtida nas condic¢des experimentais, evidenciando que o pico de detec¢do ocorreu nos primeiros
10 minutos de reacdo. Esse comportamento esta de acordo com o descrito na literatura, onde a
rapida perda da coloracdo azulada é atribuida a hidrolise da estrutura helicoidal da amilose pela
acdo da enzima (Mafakher et al., 2023). O método, apesar de simples e visualmente acessivel,
apresenta baixa sensibilidade e sofre interferéncia em matrizes complexas, o que limita seu uso
para analises quantitativas, mas confirma sua utilidade como indicador qualitativo da atividade

amilasica.

Figura 2 - Curva de absorbancia média (As«) de solugdo de triiodeto (KI/I.) em meio de reagdo
contendo amido solavel a 0,01 mg mL™, utilizada para monitorar a atividade da enzima alfa-

amilase
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Fonte: Elaborado pelas autoras (2025).
Legenda: O comportamento da absorbancia em funcéo da concentracdo segue a equacédo I (nA) = 0,354t — 0,06,
com Rz = 0,99, evidenciando forte correlag8o entre a absorbancia e a concentracdo de amido durante a reacéo.
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A aplicacdo do método DNS para quantificacao de acUcares redutores esta representada

na Figura 3, onde se observa correlacao linear entre a concentracao de maltose (0,3-1,8 mg/mL)
e a absorbancia a 540 nm. Esse resultado permitiu a construcdo de curvas de calibracdo
consistentes.

O aumento proporcional da absorbancia em funcdo da concentracdo de maltose
confirma a confiabilidade do método do DNS como ferramenta quantitativa, em consonancia
com o originalmente descrito por Miller (1959) e em estudos posteriores que consolidaram essa
metodologia como referéncia (Rauf et al., 2021). O comportamento observado nos primeiros
minutos é compativel com a rapida hidrolise inicial do amido, corroborando achados da literatura
e reforcando o método DNS como padrdo para comparagdo com abordagens modernas.

Figura 3 - Curva analitica de determinacao de maltose por absor¢do molecular, obtida pela reacédo
com DNS em solucdo contendo seis aliquotas do dissacarideo, evidenciando a relagdo entre a

absorbancia a 540 nm (Asao) € a concentragdo de maltose (mM)
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Fonte: Elaborado pelas autoras (2025).
Legenda: O comportamento da corrente em funcéo da concentracdo segue a equacdo I (nA) = 0,077-t — 0,01, com
R2 = 0,98, evidenciando forte correlacdo entre a absorbancia e a concentracdo da maltose durante a reagéo.

Por fim, ap6s a medicdo preliminar dos dados com o multimetro, e seguindo a
metodologia descrita para a célula eletroquimica, os resultados foram obtidos pelo potenciostato
ao longo de 25 minutos de monitoramento. Essa analise permitiu monitorar a evolucéo do sinal
eletroquimico gerado no sistema. A figura 4 a seguir apresenta a variacéo do potencial em funcédo
do tempo, demonstrando o comportamento dindmico da reacdo e 0 ponto em que 0 sistema

alcancou estabilidade eletroquimica.
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Figura 4 — Registro amperométrico da oxidacdo de amido solivel 1% em tampédo fosfato (pH

6,9) contendo 2 mg/mL de acido ascorbico, na presenca de solugdo de KI/I
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Fonte: Elaborado pelas autoras (2025).
Legenda: O comportamento da corrente em fungdo do tempo segue a equacéo | (nA) =9,08-t — 7,67, com R2 =
0,99, evidenciando forte correlacdo entre a corrente elétrica e o tempo de medic¢éo durante a reacéo.

3.2 ATIVIDADE AMILASICA POR ELETROANALISE

Apbs a calibracdo com ferricianeto/ferrocianeto de potassio, que apresentou 0s picos
redox esperados e confirmou a eficiéncia dos eletrodos utilizados (Figura 5), 0s ensaios
eletroquimicos foram conduzidos com glicose em solucdo de NaOH. A Figura 6 mostra o
aumento da corrente anddica em funcdo da concentracdo de glicose, evidenciando resposta
crescente diretamente proporcional ao substrato. Esses resultados confirmam o bom desempenho
dos eletrodos e reproduzem achados de estudo prévio (Mello; Kubota, 2008), no qual a oxidacéao
da glicose € utilizada como parametro indireto da atividade amilasica. A resposta hiperbdlica
observada até 20 minutos de reagdo é compativel com o modelo cinético de Michaelis-Menten,

tipico de enzimas hidroliticas (Kandra, 2003).

Figura 5 - Voltamograma ciclico obtido para a reagdo redox entre ferricianeto e ferrocianeto de

potéssio em &gua pura, registrando corrente (LA) em funcdo do potencial aplicado (mV)



Fonte: Elaborado pelas autoras (2025).
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Legenda: Observam-se picos anédico e catodico que caracterizam o comportamento eletroquimico reversivel do

par redox [Fe(CN)s]>*/[Fe(CN)s]*".

Apés este, a caracterizacdo enzimatica com NaOH e glicose seguiu 0 mesmo desfecho,

evidenciando a ordem crescente nos picos de oxidacdo conforme a variacdo na concentracdo de

glicose.

Figura 6 - Curva analitica obtida a partir da resposta amperométrica durante a oxidagdo de

amostras de glicose no vaso de reacdo. Cada cor representa um dos ensaios experimentais

realizados em triplicata, nas mesmas condi¢fes experimentais, enquanto a linha tracejada preta

indica o ajuste linear dos pontos experimentais

Corrente (pA)
S 8

(]
=
=

Fonte: Elaborado pelas autoras (2025).
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Legenda: O comportamento da corrente em funcdo da concentragdo de glicose segue a equagao | (LA) = 198,74 +
16,25-[Glicose] (mM), com R2 = 0,987, evidenciando forte correlacdo entre corrente elétrica e concentracdo de

glicose.
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A analise com diferentes métodos de imobilizacdo da enzima mostrou comportamentos

distintos. No eletrodo de carbono vitreo, a cronoamperometria indicou retencdo estavel da
atividade enzimatica, com boa linearidade da resposta (Figuras 7 e 8). A pasta de carbono
apresentou menor tempo de atividade estavel (Figura 9), enquanto os eletrodos de fase sélida
(SPEs) evidenciaram maior sensibilidade e reprodutibilidade (Figura 10). Esses resultados
mostram que a escolha do suporte de imobilizacdo influencia diretamente a estabilidade e a
reprodutibilidade da resposta eletroquimica. O carbono vitreo apresentou desempenho
consistente, em linha com estudos anteriores (Araujo, 2018), mas a lixiviacdo mais rapida
observada nos eletrodos de pasta de carbono reduziu sua estabilidade, fato ja descrito na
literatura (Mello; Kubota, 2008). Os SPEs, por sua vez, destacaram-se pela resposta linear e pela
aplicabilidade pratica como plataformas descartaveis e portateis, em consonancia com

aplicacdes emergentes (Afobmics, 2016).

Figura 7 - Resultados da cronoamperometria em circuito aberto (adsorcdo quiescente em
carbono vitreo) para os diferentes tratamentos adsorptivos de alfa-amilase em eletrodos de
carbono
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Fonte: Elaborado pelas autoras (2025).

Legenda: A linha tracejada representa a regressdo linear dos pontos experimentais, descrita pela equacdo: | (LA) =
443 + 1,29-t (min), com coeficiente de determinagdo R2 = 0,94, indicando forte correlacdo entre corrente e tempo
de imobiliza¢do da enzima.

Figura 8 - Resultados da cronoamperometria em circuito aberto (adsorcdo em carbono vitreo)

para os diferentes tratamentos adsortivos de alfa-amilase em eletrodos de carbono
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).
Legenda: A relagdo entre o tempo de monitoramento e a corrente medida apresentou ajuste linear descrito pela

equacgdo: | (uA) =323,73 +0,742-t (min), com R2 = 0,99, evidenciando forte correlacdo entre 0 aumento do tempo
e a elevacgdo da corrente.

A utilizagdo de pasta de carbono como matriz de imobilizagdo resultou em menor
estabilidade da enzima, evidenciada pelo intervalo reduzido de pontos que mantiveram a
linearidade. Embora o comportamento corrente-tempo apresente boa correlacdo (I = 323,73 +

0,742-t; R2=0,99), a faixa linear mais curta indica menor eficiéncia de retencéo da alfa-amilase
nesse material.

Figura 9 - A cronoamperometria em circuito aberto realizada com eletrodos de pasta de carbono

mostra um crescimento consistente da corrente durante o processo de imobilizacdo de alfa-

amilase
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Fonte: Elaborado pelas autoras (2025).
Legenda: O conjunto experimental segue uma tendéncia linear representada pela equagéo | (UA) = 346,78 + 2,52t

(min), com R2 = 0,969, confirmando elevada correlacdo entre o tempo de exposicdo e a resposta amperométrica
obtida.
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A andlise realizada com o eletrodo de fase solida evidencia uma ampla faixa de

linearidade e maior variacdo de pontos experimentais, resultado coerente com o que a literatura
descreve para SPEs. Esses eletrodos sdo reconhecidos por sua elevada sensibilidade e excelente
reprodutibilidade, atributos associados a sua arquitetura planar, a homogeneidade da superficie
condutora e ao baixo ruido de corrente, caracteristicas destacadas em diversos estudos que
apontam os SPEs como plataformas promissoras e de crescente inovacdo na eletroanalise
enzimatica (Honeychurch & Hart, 2019). Dessa forma, o comportamento observado esta em
concordancia com relatos prévios que demonstram maior estabilidade do sinal e maior faixa

linear quando enzimas sdo imobilizadas em sistemas de fase sélida.

Figura 10 - Resultados da cronoamperometria em circuito aberto (SPE) para os diferentes

tratamentos adsortivos de alfa-amilase em eletrodos de carbono
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Fonte: Elaborado pelas autoras (2025).

Legenda: A linha tracejada representa a regresséo linear dos pontos experimentais, descrita pela equacéo: | (LA) =
380,21 + 1,895-t (min), com coeficiente de determinagdo R? = 0,9821, indicando forte correlacdo entre a corrente e
o tempo de imobilizacdo da enzima.

Com base nos resultados obtidos e na analise das comparagfes pareadas, a partir do teste
estatistico “Tukey-HSD”, podemos perceber que existem diferencas estatisticamente
significativas entre 0s grupos, mesmo apos o ajuste dos p-valores para multiplas comparages.
Isso confirma que os tratamentos utilizados tém efeitos diferentes sobre a varidvel medida. No
gréafico da Figura 11, cada linha representa uma comparacdo pareada entre tratamentos. Os
pontos marcam a diferenca média entre os grupos (diff) e as barras horizontais indicam o
intervalo de confianga de 95%. Diferengas sdo consideradas significativas quando o intervalo de

confianca nédo cruza a linha vertical em zero, confirmando os resultados do teste de Tukey-HSD.
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Figura 11 - Comparac0es estatisticas das médias dos tratamentos adsorptivos de alfa-amilase em
eletrodos de carbono, com intervalos de confianca de 95% ajustados para multiplas comparagdes
(teste de Tukey-HSD; print de resultados - programa R)
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Fonte: Elaborado pelas autoras (2025).
Legenda: Cada ponto representa a diferenga média entre dois tratamentos e as barras horizontais correspondem ao
intervalo de confianca. Comparagdes cujo intervalo ndo cruza a linha vertical em zero indicam diferenca
estatisticamente significativa.

diff

ONCV-CV 127.56420684 107.
PC-CV 48.85580188 28.
SPE-CV 73.14077816 52.
PC-ONCV -78.70840496 -98.
SPE-ONCV -54.42342868 -74.
SPE-PC 24.28497628 4.

3.3 APLICACAO EM MOSTURA CERVEJEIRA
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Apbs a conclusao de todas as analises iniciais, foram realizados testes em triplicata com

os métodos considerados mais eficientes para maior precisdo dos resultados, a fim de alcancar

a imobilizacdo enzimatica para aplicacdo em producdo artesanal de cerveja.

Figura 12 - Resultados da cronoamperometria em triplicata em circuito aberto, realizados em

eletrodos de carbono vitreo submetidos aos diferentes tratamentos adsortivos de alfa-amilase.

Cada cor representa um dos ensaios experimentais, nas mesmas condi¢fes experimentais,

enquanto a linha tracejada preta indica o ajuste linear considerando todos 0s pontos
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Legenda: O comportamento dos dados segue a equacéo | (WA) = 323,73 + 0,742-t (min), com R2 = 0,994,
evidenciando forte consisténcia entre os ensaios e clara relacdo linear entre a corrente e o tempo de imobilizacdo
da enzima.

Figura 13 - Resultados da cronoamperometria em triplicata em circuito aberto, realizados em
eletrodos de carbono vitreo submetidos aos diferentes tratamentos adsortivos de alfa-amilase.
Cada cor representa um dos ensaios experimentais, nas mesmas condi¢Ges experimentais,

enquanto a linha tracejada preta indica o ajuste linear considerando todos os pontos
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Legenda: O comportamento dos dados segue a equacdo | (HA) = 356,70 + 2,10-t (min), com R2? = 0,987,
evidenciando forte consisténcia entre os ensaios e clara relacdo linear entre a corrente e o tempo de imobilizacdo da
enzima.

Figura 14 - Resultados da cronoamperometria em circuito aberto realizados em triplicata em
eletrodos SPE submetidos aos diferentes tratamentos adsortivos de alfa-amilase. Cada cor
representa um dos ensaios experimentais, enquanto a linha tracejada preta mostra o ajuste linear
considerando todos os pontos
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Fonte: Elaborado pelas autoras (2025).
Legenda: O comportamento dos dados segue a equacéo | (LA) = 380,21 + 1,895-t (min), com R? = 0,98,
indicando forte consisténcia entre as réplicas e uma clara dependéncia linear da corrente em funcéo do tempo de
imobilizacdo da enzima.

Na etapa final, o biossensor desenvolvido foi aplicado em mostura cervejeira. A Figura
15 apresenta os resultados da cronoamperometria em SPES, que demonstraram evolucgéo clara
da conversdo de amido em acucares fermentaveis por um periodo de 30 minutos de reacao.
Complementarmente, o teste visual de iodo (Figura 16) confirmou a reducdo da coloracdo
azulada, evidenciando a hidrolise do amido. A integracdo dos resultados eletroquimicos e visuais
confirma que o biossensor desenvolvido é capaz de atuar em matriz real complexa, na qual
proteinas, polifendis e outros aglcares poderiam interferir. O monitoramento direto da mostura
cervejeira mostrou liberacdo de aclcares redutores em concordancia com o teste de Lugol,
validando a aplicabilidade do sistema em processos fermentativos. Esses achados estdo em
consonancia com estudos que descrevem a relacdo direta entre atividade da alfa-amilase e o
perfil fermentativo da cerveja (Hillinck et al., 2020), reforcando o potencial do biossensor para

controle de qualidade em produgéo artesanal e industrial.

Figura 15 - Resultados da cronoamperometria em circuito aberto (SPE) para o tratamento de

alfa-amilase em mostura cervejeiro
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Fonte: Elaborado pelas autoras (2025).
Legenda: A corrente apresentou aumento linear em fungdo do tempo de reacgdo, descrita pela equagéo da reta |
(nA) = 0,742t + 243,98, com R2 = 0,9795. O resultado confirma a eficiéncia do biossensor em detectar a
liberagdo de aglcares redutores durante a hidrélise do amido ao longo de 40 minutos de reag&o.

Complementarmente as analises eletroquimicas, o teste com Lugol foi empregado como
método qualitativo para avaliar a presenca de amido residual no mosto cervejeiro. A coloracao
azul caracteristica, resultante da interacdo do reagente de Lugol com as hélices de amilose,
diminui @ medida que a alfa-amilase promove a hidrolise do substrato, permitindo uma

verificacdo visual da eficiéncia catalitica da enzima ao longo do ensaio.

Figura 16 - Resultado da andlise visual pelo teste de Complexacdo Amido-lodo (Lugol) para

amido residual em amostras submetidas a aplicacdo com alfa-amilase
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Fonte: Elaborada pelas autoras (2025).
Legenda: Tubo da esquerda representa uma amostra retirada apds os 30 minutos iniciais e o tubo da direita
representa uma amostra retirada ao final das leituras.

A partir dos resultados gréficos, foi possivel identificar tendéncias que indicam taxas de
hidrélise enzimética e sua estabilidade ao longo do tempo, contribuindo para a validagdo do
método e a compreensdo do comportamento da enzima sob as condigdes experimentais

aplicadas.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho demonstrou o desenvolvimento e a caracterizacdo de biossensores para
deteccdo de alfa-amilase, destacando sua sensibilidade e eficAcia por meio de analises
eletroquimicos e iodimétricas. A utilizacdo do potenciostato possibilitou a obtencdo de dados
eletroanaliticos precisos e confiaveis por meio de andlise iodimétrica, evidenciando a
sensibilidade e a eficicia do método para deteccdo e monitoramento dessas substancias. Os
ensaios eletroquimicos, incluindo os testes com ferricianeto e ferrocianeto de potéssio,
confirmaram o bom desempenho dos eletrodos, enquanto as analises com glicose e amido
permitiram verificar a resposta do sistema frente aos substratos, reforcando a confiabilidade do
processo. A comparagdo estatistica entre os métodos testados, utilizando o teste de Tukey,
revelou diferencas significativas entre os grupos e validou a escolha dos eletrodos mais eficientes

para a imobilizacdo enzimatica.
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Diversas estratégias de imobilizacdo foram avaliadas, destacando-se a adsor¢do em

carbono vitreo e em eletrodos de fase sélida, que oferecem alta area superficial, excelente
condutividade elétrica e estabilidade mecénica. Essas caracteristicas favorecem a adsor¢do
eficiente das enzimas, otimizando o desempenho das reacBes bioquimicas e garantindo
durabilidade e reutilizacdo dos biocatalisadores. Os eletrodos de fase sélida, por sua robustez e
facilidade de manuseio, mostraram-se especialmente adequados, sendo aplicados com sucesso
na analise da mostura cervejeira. Os resultados graficos dessa etapa evidenciaram a conversdo
do amido ao longo do tempo, demonstrando a eficiéncia da acdo enzimatica da alfa-amilase; o
teste com Lugol acrescentou confiabilidade nas analises quantitativas, fornecendo uma avaliacéo
visual da conversao.

Dessa forma, o estudo reforca o potencial dos biossensores eletroquimicos para o
monitoramento da atividade da alfa-amilase, estabelecendo bases sélidas para aprimoramentos
futuros em sensibilidade e seletividade. O continuo desenvolvimento nessa area ndo apenas
supera os desafios atuais, mas também amplia as perspectivas de aplicacdo em diagnosticos,
monitoramento ambiental, medicina personalizada e em setores produtivos, como a indUstria de
alimentos e bebidas, consolidando o papel transformador da biotecnologia no avango
tecnoldgico.
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