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RESUMO 

O ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) é um reagente utilizado na determinação de açúcares 

redutores e o efluente dessas análises contém compostos potencialmente tóxicos e 

recalcitrantes que não podem ser descartados diretamente na rede de esgoto. Entre 

estes compostos estão fenóis e nitrofenóis. Uma das formas de tratar o resíduo é através 

do uso de enzimas oxidativas, como a peroxidase vegetal. Este trabalho teve como 

objetivo estudar a extração e aplicação da enzima peroxidase de nabo japonês 

(Raphanus sativus var. acanthioformis) para tratar o efluente das análises que utilizam 

DNS, avaliando o pH ideal para a extração e o efeito nos compostos fenólicos do 

efluente. Para esse fim, foram utilizados reatores enzimáticos incubados a 30°C durante 

24 horas, sendo submetidos à análise de absorbância, fenólicos totais, pH e atividade 

enzimática residual. As análises foram conduzidas considerando a solução extratora 

utilizada, que incluiu água destilada, tampão fosfato 0,05 M com pH 7,0 e tampão citrato-

fosfato 0,05 M com pH 5,0. Em seguida, foi avaliada a estabilidade da atividade 

enzimática durante estocagem em temperatura ambiente, de refrigeração (5 °C) e de 

congelamento (-18 °C). Os resultados revelaram que a degradação de fenólicos foi 

altamente promissora no contexto do presente estudo. A maior atividade enzimática foi 

obtida para a extração realizada com água destilada, aproximadamente 300 U/mg, no 

entanto este apresentou elevada higroscopicidade. Em relação aos ensaios de 

tratamento do efluente, verificou-se uma redução significativa de 28% no ensaio 

utilizando tampão fosfato pH 7,0, e uma redução de 14% no ensaio com tampão fosfato 

pH 5,0. Ademais, os resultados mostraram que o ensaio de tratamento do efluente 

conduzido com tampão fosfato pH 5,0 apresentou a maior queda de atividade enzimática 

residual ao longo do tempo de reação, alcançando 69% de redução. Em contrapartida, 

o ensaio com tampão fosfato pH 7,0 mostrou-se mais favorável ao processo, 

apresentando uma menor queda na atividade residual. O tratamento enzimático do 

efluente de reações de DNS realizado em pH 7,0 apresentou redução do teor de fenólicos 

duas vezes superior ao tratamento realizado em pH 5,0.  

Palavras-chave: Tratamento de efluentes; Ácido 3,5-Dinitrosalicílico; Peroxidase; Nabo 

Japonês 



     ABSTRACT 

The 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) is a reagent used in the determination of reducing 

sugars, and the effluent from these analyses contains potentially toxic and recalcitrant 

compounds that cannot be directly discharged into the sewage system. Among these 

compounds are phenols and nitrophenols. One way to treat the waste is through the use 

of oxidative enzymes, such as plant peroxidase. This study aimed to investigate the 

extraction and application of peroxidase enzyme from Japanese radish (Raphanus 

sativus var. acanthioformis) to treat the effluent from DNS analyses, evaluating the 

optimal pH for extraction and its effect on the phenolic compounds in the effluent. For this 

purpose, enzymatic reactors were used, incubated at 30°C for 24 hours, and subjected 

to analysis of absorbance, total phenolics, pH, and residual enzymatic activity. The 

analyses were conducted considering the extraction solution used, which included 

distilled water, 0.05 M phosphate buffer at pH 7.0, and 0.05 M citrate-phosphate buffer at 

pH 5.0. The stability of enzymatic activity during storage at room temperature, 

refrigeration (5°C), and freezing (-18°C) was also evaluated. The results revealed that the 

degradation of phenolics was highly promising in the context of this study. The highest 

enzymatic activity was obtained for extraction using distilled water, approximately 300 

U/mg, although it exhibited high hygroscopicity. Regarding effluent treatment assays, a 

significant reduction of 28% was observed in the assay using pH 7.0 phosphate buffer, 

and a reduction of 14% in the assay with pH 5.0 phosphate buffer. Furthermore, the 

results showed that the effluent treatment assay conducted with pH 5.0 phosphate buffer 

exhibited the greatest decline in residual enzymatic activity over the reaction time, 

reaching a 69% reduction. In contrast, the assay with pH 7.0 phosphate buffer was more 

favorable to the process, showing a lower decrease in residual activity. The enzymatic 

treatment of DNS reaction effluent at pH 7.0 resulted in a two-fold greater reduction in 

phenolic content compared to treatment at pH 5.0. 

Key-words: wastewater tratment; 3,5-Dinitrosalicylic acid; peroxidase; Japanease turnip;   
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1  INTRODUÇÃO 

1.1. Peroxidases vegetais 

As enzimas peroxidases (POD, E.C. 1.11.1.7) são oxirredutases que utilizam 

hidroperóxidos como receptores de elétrons. Em geral, apresentam no sítio ativo um 

grupo prostético heme, o qual reagirá com o peróxido através de um mecanismo 

complexo (Rusgaz et al. 1996; Uliana et al., 2008). 

Essas reações são fundamentais para a degradação de compostos orgânicos e a 

remoção de substâncias tóxicas em sistemas biológicos. A atividade da peroxidase tem 

sido explorada em aplicações biotecnológicas, incluindo o tratamento de efluentes 

contaminados por compostos recalcitrantes, como fenóis, por meio de sua capacidade 

de degradar esses compostos tóxicos e transformá-los em produtos menos prejudiciais 

ao meio ambiente. Sua alta eficiência e ampla aplicabilidade tornam a peroxidase uma 

enzima valiosa em processos de descontaminação e remediação ambiental (Rodríguez 

et al., 2008).  

As peroxidases são encontradas em vegetais, animais e microrganismos, 

apresentando boa estabilidade quanto ao pH (entre 5 e 8) e temperaturas do meio 

reacional (de 20°C a 40°C) (Rusgaz et al., 1996; Uliana et al., 2008). 

Diao et al., (2018), em sua análise na caracterização bioquímica da peroxidase do 

rabanete vermelho (Raphanus sativus L.), observou que o pH ótimo da peroxidase 

purificada foi de 5,6, e 80% de sua atividade foi preservada em valores de pH entre 4,0 

e 8,0 após incubação por 2 horas. Adicionalmente, essa enzima demonstrou temperatura 

ótima de atividade entre 35°C e 40°C. 

A extração da enzima peroxidase de nabo (Raphanus sativus var. acanthioformis) 

tem sido objeto de investigações devido à sua potencial aplicação no tratamento de 

resíduos provenientes de análises de carboidratos por DNS, seus resífuos e águas 
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residuais de lagares de azeite, devido à sua notável capacidade em degradar compostos 

fenólicos e recalcitrantes (Uliana et al., 2008; Bilal et al., 2018; Lopes, 2018).  

A descontaminação de águas residuais contaminadas com fenóis, cresóis e fenóis 

clorados pode ser feita com auxílio de peroxidase das raízes de Rábano Silvestre 

(Armoracia rusticana), na forma purificada com a denominação de HRP (Horseradish 

Peroxidase). Recentemente, peroxidases de outras fontes, como melão-de-são-caetano 

(Momordica charantia L.), nabo (Brassica rapa L.) e copaíba (Copaifera langsdorffii Desf.) 

foram sugeridas como alternativas a HRP (Akhtar; Husain, 2006; Maciel et al., 2006). 

A análise minuciosa de características específicas do processo de extração e 

aplicação das peroxidases, tais como o pH ótimo para sua atividade enzimática, a 

concentração ideal do substrato, o tempo adequado de reação e os efeitos de aditivos 

no sistema reacional, têm sido conduzidas visando otimizar as condições de atuação da 

enzima (Hamid et al., 2009).  

As PODs desempenham um papel de extrema importância no controle do 

crescimento e desenvolvimento vegetal, estando intrinsecamente associadas a diversas 

funções fisiológicas, tais como a biossíntese de lignina (Gross, 2008), a suberização 

(Bernards et al., 1999), a cicatrização de feridas (Kumar et al., 2007), a maturação de 

frutas (Huang et al., 2007), o metabolismo de auxinas e a resistência a doenças (Veitch, 

2004). Adicionalmente, essas enzimas exibem habilidade de catalisar a polimerização 

oxidativa de fenóis, anilinas e outros substratos aromáticos, ocasionando a formação de 

oligômeros insolúveis na presença de H2O2 (Dunford; Stillman, 1976).  

Em virtude do alto potencial redox demandado para a oxidação de compostos 

fenólicos, as PODs têm sido objeto de considerável interesse como biocatalisadoras. 

Diversas PODs oriundas de fontes diversas têm sido minuciosamente investigadas para 

diversas aplicações potenciais nos âmbitos clínico, bioquímico, biotecnológico e 

industrial, inclusive na síntese de compostos específicos, como produtos químicos 

aromáticos (Srinivas et al., 2002).  
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1.2. Análise de Açúcares Redutores 

A análise de açúcares redutores (AR) é realizada em diversos laboratórios que 

trabalham com processos fermentativos e enzimáticos, ou mesmo aqueles que realizam 

análises físico-químicas que contemplem a quantificação desses açúcares. As análises 

podem ser feitas por métodos titulométricos, cromatográficos ou colorimétricos, sendo 

esse último mais prático que o titulométrico e mais barato que o cromatográfico (SILVA 

et al., 2003). 

Dentre os métodos colorimétricos para quantificação de AR está o método descrito 

por Miller (1959) o qual utiliza como reagente o ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS ou DNSA) 

em presença de fenol e meio básico. O DNS é reduzido pelos açúcares redutores 

formando o ácido 3-amino-5-nitrosalicílico e ácidos aldônicos, conforme ilustrado na 

Figura 1. 

Figura 1 - Reação entre o DNS e um açúcar redutor (AR) em meio básico. 

Fonte: Silva et al., 2003. 

 Os compostos fenólicos presentes na reação são recalcitrantes e nocivos ao meio 

ambiente, não podendo o resíduo da análise ser descartado diretamente na rede de 

esgoto. Embora a legislação vigente não apresente valores de referência para 

nitrofenóis, a US Environmental Protection Agency (EPA) considera 130 compostos 

nitroaromáticos como poluentes prioritários, recomendando a concentração de 20.10-5 

g/L para dinitrofenóis e trinitrofenol em água (Martins, 2008). 

Muitos esforços têm sido feitos para reduzir o impacto ambiental da análise de AR 

por DNS, entre eles, a modificação da metodologia proposta por Miller (1959), 



17 
 

removendo o fenol do reagente. De acordo com Vasconcelos et al. (2013), a forma mais 

adequada de se referir à metodologia empregada na determinação de açúcares 

redutores por meio do método DNS, sem a necessidade de empregar fenol e bissulfito 

de sódio, é aquela originalmente proposta por Bernfeld (1955), na qual foram 

introduzidas modificações posteriormente sugeridas por Miller (1959). Outro foco tem 

sido dado no tratamento dos compostos fenólicos e nitro fenólicos remanescentes no 

efluente analítico. 

 1.3. Tratamento de efluentes da análise de açúcares redutores por DNS 

Diversos métodos podem ser empregados para o tratamento desses efluentes, 

com o objetivo de reduzir o teor de matéria orgânica, com destaque para os processos 

oxidativos avançados (Britto; Rangel, 2008; Lopes, 2018). A aplicação de organismos e 

seus produtos (como as enzimas) na degradação desses compostos também encontram 

aplicação de longa data, mas tem ganhado destaque recentemente (López et al., 2002; 

Abirami, 2013; Chaussonnerie et al., 2016; Bilal et al., 2019). Uliana et al. (2008) 

observou que a peroxidase de rábano silvestre (Raphanus sativus) foi capaz de oxidar o 

peróxido de hidrogênio tendo como mediador o ácido 5-aminossalicílico. 

A extração de enzimas a partir de plantas e seu uso na remoção de poluentes em 

soluções aquosas é um tópico de grande interesse na área de biotecnologia ambiental. 

A enzima peroxidase tem sido amplamente utilizada em processos de tratamento de 

água e efluentes, devido à sua alta eficácia em oxidar compostos orgânicos (Uliana et 

al., 2008; Bilal et al., 2018; Lopes, 2018; Naghibi et al., 2003). O desenvolvimento de 

pesquisas de base e avançadas dependem de diversas análises químicas, as quais 

envolvem a geração de efluentes e resíduos que podem prejudicar o meio ambiente se 

lançados na rede de esgoto ou encaminhados para aterros sanitários sem tratamento 

(Pagno et al., 2003). 

Naghibi et al. (2003) apresentou a utilização da enzima peroxidase obtida a partir 

das sementes do nabo (Raphanus sativus) para a remoção de poluentes aromáticos de 

soluções aquosas. A peroxidase foi isolada, caracterizada e purificada do rabanete 

(Raphanus sativus), e sua atividade para a biotransformação de compostos fenólicos foi 
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verificada utilizando um efluente sintético tamponado em pH 7,4, contendo 0,9 mM de 

fenol, que foi tratado com raiz de Raphanus sativus cortada e seu extrato. Tanto o corte 

quanto o extrato da semente do vegetal foram adicionados separadamente como fonte 

de enzima à solução de fenol. A reação foi iniciada pela adição de peróxido de 

hidrogênio. Após três horas de agitação, o teor de fenol nas misturas foi determinado. 

Os resultados mostraram que o uso de 7 ml de suco de raiz de Raphanus sativus causou 

uma remoção equivalente a 98% do fenol presente na solução. 

 O estudo conduzido por Chiong et al. (2016) teve como escopo a consecução da 

extração de peroxidase a partir de resíduos agrícola, com o intuito de estabelecer sua 

aplicabilidade no processo de remoção de fenóis. A peroxidase foi extraída do casca de 

jicama (Pachyrhizus erosus) em diferentes condições de extração de pH, a relação da 

porcentagem de amostra e tampão (m:v) e a temperatura. Os resultados experimentais 

mostraram que a abordagem extrativa do processo, conduzida a um pH 10, proporção 

de 40% em (m/v) e a 25 °C, elucidou um grau de atividade peroxidásica de 0,79 U/mL. 

De fato, o incremento da temperatura deflagrou um ligeiro avolumar das potencialidades 

catalíticas da peroxidase. A peroxidase extraída, nas condições ótimas de extração, 

demonstrou uma eficiência de 87,5%, sendo esse avaliado em pH 7. Além disso, a 

eficácia de remoção fenólica exibiu uma taxa aproximada de 97%, na faixa de 30 a 40 

°C. Merece destaque que a quantificação do peróxido de hidrogênio (H2O2) deve ser 

criteriosamente mantida abaixo de 100 mM, para assegurar eliminação ótima na 

concentração fenólica avaliada. 

O estudo conduzido por Bouslimi et al., 2019 avaliou a degradação dos compostos 

fenólicos presentes nas águas residuais provenientes do processo de extração de azeite, 

conhecidas como águas residuárias de lagar de azeite (OMW), por meio da utilização de 

peroxidases vegetais em sua forma bruta. Concretamente, o OMW foi submetido ao 

tratamento com peroxidases brutas extraídas das folhas de duas plantas: o rabanete 

(Raphanus sativus L.) e a urtiga (Urtica urens L.). Ao longo de um período de sete dias, 

o OMW foi incubado em conjunto com os extratos brutos de peroxidase. Esse 

procedimento resultou em uma notável redução superior a 60% na concentração dos 

fenóis totais presentes no OMW. Os resultados obtidos por meio da técnica de 
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cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) evidenciam que a ação enzimática 

exerceu um impacto na composição dos polifenóis originalmente presentes no OMW. De 

fato, a análise revelou uma diminuição significativa nos níveis de alguns ácidos fenólicos, 

a saber, ácido gálico, ácido p-cumárico e hidroxitirosol. Além disso, observou-se o 

desaparecimento completo do ácido vanílico, em comparação com o OMW não tratado. 

Tais observações sinalizam para a capacidade das peroxidases brutas, extraídas de 

fontes vegetais, de alterar de maneira seletiva a composição dos compostos fenólicos 

presentes nas águas residuárias de lagar de azeite. 

Esses resultados ilustram a viabilidade de aplicar enzimas peroxidases vegetais 

em processos de tratamento de águas residuárias. A capacidade das peroxidases brutas 

de direcionar a degradação de compostos fenólicos específicos destaca o potencial 

dessas enzimas como ferramentas promissoras no desenvolvimento de estratégias 

sustentáveis para o gerenciamento de resíduos industriais, contribuindo para a redução 

de impactos ambientais e a valorização de subprodutos vegetais. 

A aplicação de análises de carboidratos conduz inevitavelmente à produção de 

efluentes. Esses efluentes, muitas vezes, contêm compostos que podem ser prejudiciais 

ao meio ambiente e à saúde humana, como é o caso da análise de DNS. A falta de 

tratamento adequado para esses efluentes pode causar impactos ambientais negativos, 

tais como a contaminação do solo e das águas subterrâneas (Oliveira et al., 2017; Huang 

et al., 2019). Portanto, é necessário o desenvolvimento de tecnologias eficientes e 

sustentáveis para o tratamento desses resíduos, com o objetivo de minimizar o impacto 

ambiental e que possa ser facilmente utilizado pelos laboratórios que aplicam as análises 

de açúcares utilizando DNS. 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

 O objetivo deste projeto foi avaliar a extração e condições de armazenamento da 

enzima peroxidase de nabo japonês (Raphanus sativus Var. acanthioformis) para 

aplicação na degradação do ácido 3,5-dinitrosalicílico, seu derivado, o ácido 3-amino-5-
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salicílico e fenol presentes no efluente da análise de açúcares redutores pelo método do 

DNS (Miller, 1959) contribuindo para área de tecnologias para o desenvolvimento 

sustentável - tratamento de poluição, conforme definição do MCTIC (Portarias nº 1.122, 

de 19.03.2020 e nª 1.329 de 27.03 de 2020) e tendo aderência aos objetivos de 

desenvolvimento sustentável da ONU número 6 (água e saneamento) e número 12 

(consumo e produção responsáveis).  

2.2 Objetivos Específicos 

Os objetivos específicos do trabalho são: 

● Avaliar a influência do pH na extração da peroxidase de nabo; 

●  Avaliar a ação do extrato bruto da enzima peroxidase sobre o efluente da 

análise de DNS;  

● Avaliar a estabilidade da enzima em temperatura ambiente, refrigeração e 

de congelamento;  

 

 

3 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

3.1 Extração da peroxidase de nabo (Raphanus sativus var. acanthioformis) 

Os nabos foram higienizados com solução de hipoclorito de sódio a 200ppm por 

15 minutos e, em seguida, descascados e triturados em liquidificador doméstico na 

presença de solução extratora (água destilada, tampão fosfato 0,05 M pH 7,0 ou tampão 

citrato-fosfato 0,05 M pH 5,0). Uma massa de 500 g de nabo japonês (Raphanus sativus 

var. acanthioformis) foi misturada com 250 mL de solução extratora e triturados por 5 

minutos. Em seguida, a mistura foi filtrada em tecido de algodão e o filtrado, aqui 

denominado de extrato enzimático, foi distribuído em placas de Petri, congelado e 

liofilizado por 48 h. Após homogeneização do material seco, este foi mantido à -18 °C 

até o momento de seu uso. As Figuras 2 e 3 ilustram as etapas e os materiais utilizados 

para a extração da enzima.  



21 
 

Figura 2 - Materiais utilizados na extração da enzima peroxidase. 

  

Fonte: Elaborada pelo autor 
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Figura 3 - Preparo da peroxidase de nabo: a) nabo higienizado e fatiado; b) 

homogeneização com a solução extratora em liquidificador; c) filtrado distribuído em 

placas de Petri; d) liofilização do extrato enzimático.  

 

Fonte: Elaborada pelo autor 

A atividade enzimática de peroxidase foi determinada nos extratos liofilizados de 

acordo com o método descrito por Khan e Robinson (1994) com adaptações. De forma 

sucinta, 1,5 mL de solução guaiacol 1% (v/v) em etanol 50% (v/v) foram adicionados a 

0,4 mL de H2O2 0,3% (v/v) e 1,5 mL da mesma solução utilizada para realizar as 

extrações. Posteriormente a mistura foi homogeneizada e adicionada de 0,1 mL de 

extrato enzimático tampão 5 e 7 e água destilada.  A reação foi conduzida por 3 minutos 

a 40 °C sendo monitorada a absorbância da amostra em 420 nm. Um branco foi realizado 

da mesma forma que as reações, com substituição do extrato enzimático por solução 

extratora. A atividade enzimática foi calculada pela equação 1, sendo uma unidade de 

atividade de peroxidase definida como o aumento de 0,01 na absorbância da amostra 

por minuto de reação e mL de extrato. 

                     eq.(1) 
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3.2 Efluente da análise de AR por DNS 

                 Inicialmente foi realizada a separação do lote de efluente a ser utilizado em 

todos os ensaios do trabalho e foi realizada sua caracterização. O lote foi mantido em 

temperatura ambiente em embalagem opaca, evitando a incidência de luz no material. O 

pH do material foi determinado utilizando um pHmetro de bancada e a condutividade um 

condutivímetro de bancada.  A absorbância de 200 a 800 nm foi analisada por varredura 

em espectrofotômetro, utilizando cubeta de quartzo. 

3.3.  Reator enzimático 

Foram montados os reatores enzimáticos para verificação da atuação da 

peroxidase sobre o efluente das análises de DNS. Os reatores consistiram em tubos tipo 

Falcon, de 50 mL, envoltos em papel alumínio (abrigo da luz) mantidos em banho 

termostático à 30 °C durante 24 horas. Um branco, sem enzima, foi realizado 

paralelamente. A Tabela 1 apresenta as condições experimentais, sendo que cada uma 

foi conduzida em triplicata, inclusive o branco. 
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Tabela 1 – Ensaios de degradação do efluente de análises de DNS pelas peroxidases 

extraídas de Raphanus sativus var. acanthioformis. 

 

 

*Preparado no mesmo tampão da reação. 
** Extrato enzimático substituído por 600 uL de tampão correspondente. 

3.4  Análise de fenólicos totais 

A análise de fenólicos totais por Folin-Ciocalteu foi realizada de acordo com 

Roesler et al. (2007) com modificações. De forma sucinta, 200 µL da amostra diluída 

adequadamente foi adicionada à 1000 µL de Folin-Ciocalteu e 800 µL de solução 

carbonato de sódio 7,5% (m/v) em tubos de ensaio recobertos por papel alumínio e 

conduzidos em um banho termostático a 40 °C por 5 minutos. Um branco foi realizado 

substituindo a amostra por água destilada. Após a incubação, imediatamente resfriou-se 

as análises em um banho de água gelada e realizou-se a leitura da absorbância a 760 
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nm com o auxílio de um espectrofotômetro. O cálculo da quantidade de fenólicos foi 

realizado através de uma curva padrão de ácido gálico (de 0,025 mg.mL-1 a 0,25 mg mL-

1) sendo o resultado expresso em ácido gálico equivalente. 

3.5 Atividade enzimática residual 

A atividade enzimática residual nos reatores enzimáticos foi determinada seguindo 

o mesmo procedimento descrito na metodologia para o extrato enzimático, sendo este 

substituído pelas amostras retiradas do reator. Esta análise foi realizada para detectar 

se ainda havia atividade enzimática após os tempos de incubação. 

3.6 Estudo da estabilidade da peroxidase de nabo 

A estabilidade da enzima extraída em pH 7,0 e armazenada em temperatura 

ambiente, temperatura de geladeira (5°C) e temperatura de congelamento (-18°C) por 

31 dias foi verificada, sendo determinada a atividade residual do extrato enzimático, da 

mesma forma já descrita no item 3.1. 

3.7   Análise estatística 

As análises foram feitas em triplicata e as médias comparadas pela ANOVA e 

teste de Tukey com 95% de confiança, utilizando o software R verão 4.1.0 (https://www.r-

project.org/). 

4  RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 4.1 Extração da peroxidase de nabo japonês 

         Após o preparo dos extratos enzimáticos obtidos com as 3 diferentes soluções 

extratoras, foi realizada a análise de atividade enzimática, a qual pode ser observada na 

Figura 4. 
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Figura 4 - Atividade de peroxidase dos extratos liofilizados de nabo (Raphanus sativus 

var. acanthioformis).  

                  

Na Figura 4, as letras sobre as barras indicam a comparação das médias realizada 

pelo teste Tukey, sendo que letras iguais indicam que não houve diferença significativa 

entre as amostras (p<0,05).  

Embora a maior atividade enzimática tenha sido obtida com a extração realizada 

com água destilada, este extrato ficou muito higroscópico, não permanecendo estável 

em pó quando em temperatura ambiente, dificultando a manipulação do extrato e, em 

diversos momentos, levando a perdas de massa quando manipuladas. Desta forma, 

optou-se por conduzir os ensaios de degradação com os extratos obtidos com solução 

tampão fosfato pH 7,0, o qual apresentou boas características físicas em relação à 

absorção de umidade ambiente quando comparado aos demais extratos. 
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4.2 Caracterização do efluente 

        O efluente utilizado para todos os ensaios propostos apresentou valor médio de 

pH e condutividade de 7,85 e 5448,04 S cm-1, respectivamente. A Figura 5 ilustra o 

comportamento do efluente de análises de DNS que foi utilizado nos ensaios de 

degradação pela peroxidase em varredura espectrofotométrica (200 a 800 nm). O 

composto formados na reação entre açúcares redutores e o DNS (ácido 3-amino-5-

nitrosalicilico) apresentam absorbância máxima em 540 nm enquanto o DNS em si 

apresenta absorbância máxima em 345 nm (Fisher scientific). 

Figura 5 - Absorbância do efluente da análise de DNS de 200 nm a 800 nm.                           

 

Fonte: Elaborada pelo autor 

4.3 Reações de Degradação 

       O pH das reações (amostra e branco) conduzidas em tampão fosfato pH 7,0 não 

variou ao longo do tempo de incubação. Para as reações executadas em tampão citrato-

fosfato pH 5,0, o pH já atingiu valor de 6,0 já no início da reação (amostra e branco). 
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A Figura 6 apresenta os valores do teor de fenólicos totais (determinados pelo 

método de Folin-Ciocalteu) expresso em ácido gálico equivalente. Nota-se que houve 

diferença significativa entre as amostras e os seus brancos, sendo o teor fenólico das 

amostras sempre mais baixas. O tempo de reação de 1 hora já foi capaz, nos ensaios 1 

e 2, de provocar a maior redução no teor de fenólicos observada, sendo esta redução de 

28% para o ensaio 1 e de 14% para o ensaio 2. Já no ensaio 3, conduzido com água 

destilada, houve pouca redução nos períodos iniciais, diminuindo efetivamente no 

período de 24 horas, entretanto, o mesmo não obteve tanto êxito sendo o que menos 

reduziu seu teor de fenólicos totais. 

Figura 6  – Teor de fenólicos totais para as reações e seus respectivos brancos.  

 

A Figura 7 apresenta a atividade de peroxidase residual ao longo do tempo de 

incubação dos ensaios. Observa-se que, embora os extratos tenham partido de uma 

mesma concentração de enzima, o ensaio 2 apresentou atividade mais elevada 

inicialmente, o que pode ser explicado pelo pH da reação ter sido mais favorável à 

atuação enzimática. Houve queda no valor das atividades logo após a primeira hora de 
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incubação, sendo que no ensaio 1 observou-se redução de 34% do valor da atividade de 

peroxidase e no ensaio 2 a queda foi de 69% e no ensaio 3 a queda foi de 18%.  Desta 

forma, embora inicialmente a atividade enzimática tenha sido mais elevada no ensaio 2, 

essa atividade decaiu mais rapidamente que para o ensaio 1, sendo o ensaio 1, então, 

mais favorável ao processo. 

Figura 7  – Atividade residual de peroxidase para as amostras e seus respectivos 

brancos. 

 

A Figura 8 apresenta o comportamento em relação à absorbância (de 200 a 800 

nm) dos testes e seus respectivos brancos. Observa-se que houve um aumento da 

absorbância para as amostras, nos dois ensaios, na região entre 600 e 400 nm. Esse 

fato pode ser explicado pela formação de quinonas pela ação da peroxidase sobre o 

peróxido de hidrogênio e compostos fenólicos. Essas moléculas se complexam formando 

compostos de coloração marrom avermelhada, as melaninas. 
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Figura 8 -  Curva média de absorbância (200 a 800 nm) das amostras dos ensaios de 

degradação e seus respectivos brancos para o a) ensaio 1, o b) ensaio 2 e o c) ensaio 

3. 

 

 

Outra evidência da ação da peroxidase no efluente estudado é mostrada na Figura 

9, onde se observam as amostras retiradas dos reatores enzimáticos do ensaio 1 e seus 

respectivos brancos. Observa-se que a coloração do meio reacional ficou mais intensa 

e com precipitados sendo formados e depositados ao fundo. 
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Figura 9 – Amostras do ensaio enzimático, coletadas e dispostas em sequência estando 

os brancos à esquerda de cada teste. a) tempo zero; b) Após 1 hora de incubação; c) 

Após 2 horas de incubação; d) Fim do teste, com 24 horas de acompanhamento. 

 

4.4 Estudo da estabilidade da enzima peroxidase de Nabo 

      A estabilidade da enzima peroxidase de nabo foi conduzida com extratos enzimáticos 

em tampão fosfato pH 7,0 nas temperaturas ambiente, geladeira (entre 5 e 8°C) e 

congelador (-18°C). As análises foram feitas em triplicatas com o auxílio de tubos Falcon 

e amostradas nos tempos 0, 10 dias, 17 dias, 24 dias e 31 dias, sendo analisada a sua 

atividade enzimática conforme descrito no item 3.1.  

A Figura 10 apresenta o comportamento médio da estabilidade da enzima 

peroxidase de Nabo (U/g). Observa-se que no tempo inicial de armazenamento, todos 

os ensaios apresentaram a mesma atividade enzimática de peroxidase, que foi se 

alterando conforme o tempo. A amostra armazenada em temperatura ambiente obteve 

uma queda brusca de atividade enzimática ao longo do período de 31 dias, perdendo 

cerca de 66% de sua atividade. A amostra avaliada em temperatura de congelamento 

apresentou as maiores variações nos valores de atividade, sendo que a partir de 17 dias 

de armazenamento a atividade caiu bruscamente, sendo perdido 96% da atividade inicial 

após os 31 dias. Já a amostra mantida em temperatura de geladeira (entre 5 e 8°C) 
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apresentou boa estabilidade em relação à atividade enzimática no período de 31 dias, 

sendo esta a mais indicada para o armazenamento da enzima. O congelamento e 

descongelamento pode ter prejudicado o sítio ativo da enzima assim como a falta de 

controle da amostra mantida em condições ambientes pode ter colocado o produto em 

temperaturas elevadas em alguns dias, prejudicando o sítio ativo ou a estrutura da 

enzima. 

Figura 10 - Média da atividade da enzima peroxidase extraída de nabo ao longo do 

tempo de estocagem em temperatura ambiente, de refrigeração (5°C) e de congelamento 

(-18°C). 

 

5 CONCLUSÃO 

Os resultados indicam que, embora as atividades enzimáticas tenham sido mais 

elevadas nos extratos de nabo preparados com água destilada, este não foi estável, 

sendo o mais vantajoso aquele obtido com tampão fosfato em pH 7,0. A peroxidase de 
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nabo apresentou atividade sobre parte dos compostos presentes no efluente de análises 

de açúcares redutores por DNS, atuando na formação de moléculas de alta massa 

molecular e coloração escura, as melaninas, que podem ser removidas do meio reacional 

por precipitação, em trabalhos futuros. O ensaio de tratamento do efluente conduzido em 

pH 7,0 apresentou resultados mais vantajosos, sendo que a redução no teor de fenólicos 

totais foi o dobro da observada para o ensaio conduzida em pH 5,0. A estabilidade do 

extrato enzimático bruto de nabo foi maior quando armazenada em temperatura de 

refrigeração 5 °C. 
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