
 

 

 

 

DÉBORA MONIQUE VITOR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ENZIMAS OXIDATIVAS NA EXPRESSÃO DA INJÚRIA POR FRIO EM 
MANJERICÃO (Ocimum basilicum L.) CV. GENOVESE EM VASO NA 

SIMULAÇÃO DO TRANSPORTE 
 

 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada à Universidade Federal 
de Viçosa, como parte das exigências do 
Programa de Pós- Graduação em Fisiologia 
Vegetal, para obtenção do título de Magister 
Scientiae. 

                                                                                       
                                                                      

 
 

 

 

 

 

 

VIÇOSA 
MINAS GERAIS – BRASIL 

2014 



eƒ|⁄\?|\‡\“›£‒Ž¢ƒ|\?fi‒¡fi\‒\~\?fi¡“\?aƒ‘“ƒ›‡¡|\?b¡‹‡‒\“?~\?t‹ƒ¶¡‒†ƒ~\~¡
e¡~¡‒\“?~¡?uƒ ›†\?L?b̅«fi·†?uƒ ›†\

?
s
? uƒ‡›‒K?c"‘›‒\?l›‹ƒfl·¡K?PXWUL
uWST¡
QOPS

????????d‹”ƒ«\†?›‚ƒ~\‡ƒ¶\†?‹\?¡‚fi‒¡††š›?~\?ƒ‹§3‒ƒ\?fi›‒?¢‒ƒ›?¡«
«\‹§¡‒ƒ|š›?Gn|ƒ«·«?‘\†ƒ“ƒ|·«?kMH?|¶M?f¡‹›¶¡†¡?¡«?¶\†›?‹\
†ƒ«·“\ š›?~›?‡‒\‹†fi›‒‡¡?N?c"‘›‒\?l›‹ƒfl·¡?uƒ‡›‒M?ß?uƒ ›†\K?lfK
QOPSM

? ????????ƒ‚K?WV¢M?Y?ƒ“M?G\“£·«\†?|›“›‒MH?Z?QX?|«M
? ?
? ????????n‒ƒ¡‹‡\~›‒Y?e¡‒‹\‹~›?k·ƒ”?eƒ‹£¡‒M
? ????????cƒ††¡‒‡\ š›?G«¡†‡‒\~›H?L?t‹ƒ¶¡‒†ƒ~\~¡?e¡~¡‒\“?~¡?uƒ ›†\M
? ????????q¡¢¡‒#‹|ƒ\†?‘ƒ‘“ƒ›£‒Ž¢ƒ|\†Y?¢MUULWUM
? ?
? ????????PM?l\‹§¡‒ƒ|š›?L?c\‹›?fi›‒?¢‒ƒ›M?QM?d‹”ƒ«\†M?RM?o¡‒›‚ƒ~\†¡M

SM?b\‡\“\†¡M?TM?o›“ƒ¢¡‹›“›‚ƒ~\†¡M?hM?t‹ƒ¶¡‒†ƒ~\~¡?e¡~¡‒\“?~¡
uƒ ›†\M?c¡fi\‒‡\«¡‹‡›?~¡?eƒ‡›‡¡|‹ƒ\M?o‒›£‒\«\?~¡?o,†L£‒\~·\ š›
¡«?eƒ†ƒ›“›£ƒ\?u¡£¡‡\“M?hhM?s&‡·“›M

? ?
bcc?QQM?¡~M?TVQMV

?



 

 

 

 

DÉBORA MONIQUE VITOR 
 

 

 

ENZIMAS OXIDATIVAS NA EXPRESSÃO DA INJÚRIA POR FRIO EM 
MANJERICÃO (Ocimum basilicum L.) CV. GENOVESE EM VASO NA 

SIMULAÇÃO DO TRANSPORTE 
 

 

 

 

Dissertação apresentada à Universidade Federal 
de Viçosa, como parte das exigências do 
Programa de Pós- Graduação em Fisiologia 
Vegetal, para obtenção do título de Magister 
Scientiae. 

 
 
 

 
                                                                                       

      APROVADA: 4 de dezembro de 2014. 
 
 
 
 
 
 
      ______________________________        _______________________________ 

     Vicente Wagner Dias Casali                        Eber Antonio Alves Medeiros 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

____________________________________ 
Fernando Luiz Finger 

(Orientador)



 

 

ii 

 

A Felipe, meu esposo,  

que é companheiro e amigo, e que  

participou comigo, pacientemente, de todas  

as etapas desta conquista, 

sempre com amor e generosidade.  

 

OFEREÇO  

                                            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Divino, meu pai, pelo estímulo, força, e  

por me deixar a educação como a maior riqueza 

 que se pode dar a um filho, a Marinete, minha 

 mãe, pelo amor,  e compreensão em todos os momentos,   

a meus irmãos e a meus sobrinhos pelo incentivo.  

DEDICO! 
 
 
 
 
 
 



 

 

iii 

 

 
 

AGRADECIMENTOS 

 

         A Deus, por tudo que tem me concedido, pela providência e pelas inúmeras 

oportunidades de aprendizado, força e sabedoria. 

         Ao professor Fernando Luiz Finger, meu orientador, pela oportunidade, apoio, 

ensinamento, confiança e pelo exemplo de dedicação e pela atenção e gentileza com que 

me tratou.   

         À Universidade Federal Viçosa (UFV) e ao Programa de Pós-Graduação em 

Fisiologia Vegetal pela oportunidade de realização desse curso e ao CNPq pela 

concessão da bolsa. 

         À equipe do Laboratório de Pós-colheita e aos colegas do curso de Pós-graduação 

em Fisiologia Vegetal, pelos momentos divertidos que tornaram o curso mais prazeroso.  

        À banca examinadora pela disponibilidade, gentileza, paciência e importantes 

considerações.  

        À Lucilene, Sarah e Ariana, minhas grandes amigas, pelo carinho da sua amizade, 

que me ajudaram a suportar os momentos difíceis, por serem tão presente e alegre, 

tornando mais leve os dias de busca por esse objetivo, pela atenção, prestatividade e 

ajuda nas análises durante todo o experimento. 

        Aos funcionários da Horta, vale Agronomia e aos funcionários da Fitotecnia 

Geraldo, Sebastião, Ribeiro, Quinquim, pela ajuda, disposição durante os experimentos, 

pelo carinho, agilidade e atenção com que me ajudaram.          

        Aos meus amigos, Eber, Mariana, Dani, Paula, Rafaela, Silvia, Vanessa e a todos 

que direta e indiretamente me ajudaram a realizar esse sonho, por me animarem nos 

momentos difíceis, pelos conselhos, ensinamentos e amizade. Agradeço por terem sido 

os motivadores da minha vida acadêmica desde a graduação.  

         

Muito obrigada. 

 

 
 
 



 

 

iv 

 

BIOGRAFIA 
 
 
 

         Débora Monique Vitor, filha de Divino Daniel Vitor e Marinete Inácio, nasceu no 

dia 02 de setembro de 1986, em Viçosa-Minas Gerais. 

         Cursou 2° grau na Escola Estadual Dr. Raimundo Alves Torres em Viçosa, Minas 

Gerais. Em 2004, no terceiro ano, conquistou uma bolsa de iniciação científica júnior no 

departamento de Química na Universidade Federal de Viçosa (UFV). 

         Em janeiro de 2012, graduou-se em Agronomia pela Universidade Federal de 

Viçosa (UFV) em Viçosa-MG. 

         Em novembro de 2012, iniciou o Curso de Mestrado em Fisiologia Vegetal, área 

de concentração em Fisiologia Pós-colheita, na Universidade Federal de Viçosa (UFV) 

em Viçosa-MG. 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

v 

 

SUMÁRIO 
RESUMO ................................................................................................................................. vii 

ABSTRACT ................................................................................................................................ ix 

1. INTRODUÇÃO GERAL ......................................................................................................... 1 

2. CAPÍTULO 1 - ENVOLVIMENTO DE ENZIMAS OXIDATIVAS NO SURGIMENTO DE SINTOMAS 
DE INJÚRIA POR FRIO E ESCURECIMENTO EM MANJERICÃO cv. GENOVESE EM VASO ............... 4 

RESUMO ................................................................................................................................... 4 

2.1 INTRODUÇÃO......................................................................................................... 5 

2.2 MATERIAL E MÉTODOS ....................................................................................... 9 

2.2.1 Análise visual .................................................................................................... 9 

2.2.2 Extravamento de eletrólitos .............................................................................. 10 

2.2.3 Teores de clorofila total.................................................................................... 11 

2.2.4 Análise de evolução de cor ............................................................................... 11 

2.2.5 Atividade da polifenoloxidase .......................................................................... 12 

2.2.6 Atividade da peroxidase ................................................................................... 12 

2.2.7 Atividade da catalase ....................................................................................... 13 

2.2.8 Análise Estatística ............................................................................................ 13 

2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO.............................................................................. 14 

2.3.1 Análise visual .................................................................................................. 14 

2.3.2 Extravasamento de eletrólitos ........................................................................... 19 

2.3.3 Clorofila total ................................................................................................... 21 

2.3.4 Análise de evolução de cor ............................................................................... 23 

2.3.5 Atividade da polifenoloxidase .......................................................................... 28 

2.3.6 Atividade da peroxidase ................................................................................... 31 

2.3.7 Atividade da catalase ....................................................................................... 35 

2.4 CONCLUSÕES ....................................................................................................... 39 



 

 

vi 

 

3. CAPÍTULO 2 - PURIFICAÇÃO PARCIAL E CARACTERIZAÇÃO DA ENZIMA POLIFENOLOXIDASE 
EM MANJERICÃO cv. GENOVESE ............................................................................................. 40 

RESUMO ................................................................................................................................. 40 

3.1 INTRODUÇÃO....................................................................................................... 41 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS ..................................................................................... 43 

3.2.1 Extração e purificação parcial da polifenoloxidase ........................................... 43 

3.2.2 Determinação da atividade enzimática da polifenoloxidase ............................... 44 

3.2.3 Determinação do substrato ótimo para a polifenoloxidase ................................. 44 

3.2.4 Determinação do pH ótimo para a atividade da polifenoloxidase ...................... 44 

3.2.5 Estabilidade da polifenoloxidase em função do pH ........................................... 45 

3.2.6 Determinação da temperatura ótima para a atividade da polifenoloxidase ......... 45 

3.2.7 Estabilidade térmica da polifenoloxidase .......................................................... 45 

3.2.8 Efeito de inibidores na atividade da polifenoloxidase........................................ 46 

3.2.9 Análise Estatística ............................................................................................ 46 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO.............................................................................. 47 

3.3.1 Purificação parcial da polifenoloxidase ............................................................ 47 

3.3.2 Determinação do substrato ótimo para a polifenoloxidase parcialmente purificada 
(60-80% de sulfato de amônio) de manjericão da cv. Genovese ....................................... 48 

3.3.3 Determinação do pH ótimo para a atividade da polifeonoloxidase .................... 50 

3.3.4 Estabilidade da polifenoloxidase em função do pH ........................................... 52 

3.3.5 Determinação da temperatura ótima para a atividade da polifenoloxidase ......... 55 

3.3.6 Estabilidade térmica da polifenoloxidase .......................................................... 57 

3.3.7 Efeito de inibidores na atividade da polifenoloxidase........................................ 58 

3.4 CONCLUSÕES ....................................................................................................... 65 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................................................ 66 

CONCLUSÕES GERAIS .............................................................................................................. 87 

 



 

 

vii 

 

RESUMO 

 
VITOR, Débora Monique, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, dezembro de 2014. 
Enzimas oxidativas na expressão da injúria por frio em manjericão (Ocimum 
basilicum L.) cv. Genovese em vaso na simulação do transporte. Orientador: 
Fernando Luiz Finger 
 

O manjericão possui diversas finalidades como culinários, medicinal, ornamental, 

cosméticos e possui propriedades antimicrobianas e antioxidantes. Manjericão 

armazenado sob temperaturas baixas podem apresentar sintomas de injúria por frio e 

escurecimento. O objetivo deste trabalho foi avaliar a participação das enzimas 

peroxidase, catalase e polifenoloxidase no surgimento de sintomas e escurecimento 

provocado por baixas temperaturas causadoras de injúria por frio em manjericão cv. 

Genovese em vaso e avaliar as condições ótimas para a atividade da polifenol oxidase e 

possíveis formas de inativá-las. Na verificação do papel da peroxidase, da 

polifenoloxidase e da catalase no aparecimento de sintomas em manjericão, foi 

realizado a análise visual das folhas, extravasamento de eletrólitos, teores de clorofilas 

totais, análise de evolução de cor e a atividade das enzimas oxidativas. Na determinação 

das condições ótimas de atividade da polifenoloxidase, realizou-se a saturação dos 

extratos brutos das folhas com quantidades crescentes de sulfato de amônio, entre 20 e 

80%. As folhas apresentaram melhor qualidade, com menor escurecimento, quando 

armazenadas a 10 °C, em relação aquelas a 5 °C. Houve maior extravasamento de 

eletrólitos em folhas de manjericão refrigeradas a 5 °C coincidindo com o maior grau de 

injúria por frio e a 10°C não ocorreu essa relação. Os teores de clorofilas totais, os 

parâmetros de cor a*, b* e Chroma foram semelhantes nas folhas refrigeradas a 5 e 10 

°C. Houve perda de brilho (L) no segundo dia de avaliação nas folhas mantidas a 5 °C. 

O aumento da atividade da catalase coincidiu com o aumento dos sintomas de injúria 

por frio e foi observada relação entre a atividade da polifenoloxidase com o 

escurecimento do manjericão. Na peroxidase, esta relação, não foi observada. A 

otimização do ensaio enzimático na polifenoloxidase da folha de manjericão foi 

conseguida quando o extrato foi saturado de 60 a 80% com sulfato de amônio e a reação 

processou-se em pH 6,5 a 30 °C. O substrato que proporcionou maior oxidação pela 

enzima foi o catecol. Inativação da polifenoloxidase ocorreu a partir dos 80 minutos de 
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pré-incubação do extrato em tampão com pH 2,5 a 25 °C ou após 10 minutos de 

exposição à 60 °C. Ácido ascórbico, ditioeitrol e L-cisteína foram os inibidores mais 

efetivos, levando a 100% de inibição, seguido pelo tropolone com cerca de 98% de 

inibição. 
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ABSTRACT 

VITOR, Débora Monique, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, december, 2014. 
Role of oxidative enzymes on chilling injury of sweet basil (Ocimum basilicum L.) 
cv. Genovese grown in pots under shipping simulation. Adviser: Fernando Luiz 
Finger 

 

Sweet basil has several uses, as condiment, medicinal, ornamental, cosmetics and has 

antimicrobial and anti oxidant action. Sweet basil stored under low temperatures may 

develop chilling symptoms and darkening. The goal of this work was to evaluate the 

role of peroxidase, catalase and polyphenoloxidase on the development of darkening 

caused by chilling on cv. Genovese stored under low temperature and determine the 

optimal activity and inactivation of polyphenoloxidase. To evaluate the role of 

peroxidase, polyphenoloxidase and catalase it was developed visual analysis, ion 

leakage, chlorophylls, color and enzymes activity. To determine the optimal activity of 

polyphenoloxidase crude extract was saturated with 20 to 80% ammonium sulfate. 

Leaves showed better quality, with less darkening, when stored at 10 oC compared to 

those at 5 oC. There was higher ion leakage in leaves of plants stored at 5 oC, which was 

coincident with the more intense symptoms of chilling injury, symptom absent at 10 oC.  

The total chlorophyll and color paremeters a*, b* and Chrome of leaves were similar in 

plants stored at 5 or 10 oC. There was lost of brightness (L) at second day of storage at 5 
oC. The increase in catalase activity was coincident to the elevation of chilling 

symptoms and it was determined positive correlation between leaf darkening and 

polypehnoloxidase activity. No relation was observed for peroxidase activity and 

development of chilling symptoms. Maximal activity of polypehnoloxidase was 

obtained for the farction of 60 to 80% ammonium sulfate saturation, with reaction at pH 

6.5 and 30 oC. The best substrate for polyphenoloxidase activity was cathecol. 

Inactivation of polyphenoloxidase occurred after pre incubation in buffer at pH 2.5 at 25 
oC or after 10 minutes at 60 oC. Ascorbic acid, dithiothreitol and L-cysteine were the 

best inhibitors of polyphenoloxidase activity, reaching 100% of inhibition, followed by 

98% with tropolone.
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

         O manjericão (Ocimum basilicum L.), planta aromática medicinal e ornamental, 

produz óleo essencial valorizado no mercado internacional pelo teor de linalol. Tem 

valor culinário popular que se originou na Índia, África e sul da Ásia, sendo cultivada 

em todo o mundo (PUTIEVSKY e GALAMBOSI, 1999; MAKRI e KINTZIOS, 2007). 

         O ciclo é anual ou perene, dependendo do local onde é cultivado ou de acordo 

com as características agronômicas observadas. A planta é arbustiva, atingindo cerca de 

60 cm de altura, os caules são quadrangulares e pilosos, com folhas opostas cruzadas, 

verdes ou roxas, a inflorescência é do tipo glomérulo e hermafrodita de coloração 

branca (MESSIAS, 2004).  

          Também denominada de alfavaca, alfavaca-cheirosa, basílico ou manjericão 

comum, é a espécie da família Lamiaceae mais intensamente cultivada no Brasil. 

Comercialmente é cultivada em vaso ou em canteiros para utilização de suas folhas 

verdes e aromáticas, usadas frescas ou secas como aromatizante ou tempero. Os óleos 

essenciais de plantas aromáticas têm função na atração de agentes polinizadores, de 

defesa contra herbívoros, além de possuírem propriedades de agentes antimicrobianos e 

antioxidantes.  

          As hortaliças, principalmente as folhosas, têm elevada perecibilidade, devido às 

alterações metabólicas relacionadas com o metabolismo respiratório, deteriorações 

fisiológica e patológica, biossíntese e ação do etileno, perda de água, e injúria mecânica, 

que estão diretamente ou indiretamente relacionados com a modificação da temperatura 

e atmosfera (LANA e FINGER, 2000).  

         O sucesso da comercialização depende do conhecimento dos fatores que afetam a 

durabilidade pós-colheita. De acordo com Reid (1991) entre as ferramentas disponíveis 

na tecnologia pós-colheita, o uso da temperatura controlada é a mais importante, sendo 

a utilização da baixa temperatura durante o armazenamento a mais conveniente na 

manutenção da qualidade visual de muitas espécies (NOWAK e RUDNICKI, 1990). 

Entretanto, Couey (1982) relata que temperaturas abaixo da mínima recomendável 

podem causar desordens fisiológicas, que se tornam visíveis com o armazenamento 

prolongado ou após a retirada dos produtos da refrigeração e permanência em condições 

de temperatura ambiente.  



 

 

2 

 

         O manjericão, sendo de origem subtropical, é suscetível a danos por frio durante a 

baixa temperatura de armazenamento e de transporte. Respostas à injúria por frio são 

consideradas, na fase inicial, de natureza física, incluindo alterações da permeabilidade 

das membranas celulares. Posteriormente, ocorrem alterações na taxa respiratória e na 

síntese de etileno (JACKMAN et al., 1988). Os danos mais prevalentes ocorridos em 

manjericão doce exposto a temperaturas abaixo de 12 ºC são manchas marrons das áreas 

internervais da folha seguido do desenvolvimento de necrose preta e abscisão foliar. 

Outros sintomas visuais que podem ocorrer são a perda de aparência brilhante, murcha e 

epinastia (AHARONI et al, 1993; CANTWELL e REID, 1993; LANGE e CAMERON, 

1994). É importante ressaltar que a severidade dos danos depende da temperatura e da 

duração de armazenagem. O escurecimento das folhas pode ocorrer em função da 

ativação das enzimas oxidativas presentes nos tecidos. As enzimas peroxidases e 

polifenoloxidases podem estar envolvidas nos processos de escurecimento enzimático 

de vegetais (LAGRIMINI, 1991; CHAZARRA et al., 1997).            

        De acordo com o substrato, as polifenoloxidases (PPO, EC 1.14.18.1) podem ser 

designadas como fenolase, catecolase, cresolase ou difenoloxidase. Catalisam a 

hidroxilação de monofenóis para orto-difenóis (atividade cresolase) e a oxidação de 

orto-difenóis (atividade catecolase) para ortoquinonas, que representam o seu principal 

produto de reação (CHITARRA e CHITARRA, 2005). As reações subsequentes das 

quinonas levam a acumulação de melanoidina, que é o pigmento causador do 

escurecimento nos tecidos vegetais (BARBAGALLO, CHISARI, e PATANÉ, 2012).  

         Normalmente, elas estão contidas dentro de plastídeos e podem ser encontradas no 

citoplasma celular em condição de senescência ou degeneração dos tecidos vegetais 

(HAMMER, 1993).  A polifenoloxidase (PPO) pode aumentar a atividade da peroxidase 

(POD) mediada pelo escurecimento (LAMIKANRA, 2002) ou agir de forma 

independente, também utiliza compostos fenólicos como um substrato, e a sua atividade 

foi relacionada com sintomas de chilling em alguns legumes (BARITAUX et al., 1991; 

OSE et al., 1995).  

 

           O escurecimento como resultado da injúria por frio também pode ser produzido 

por ação da peroxidase (POD, EC 1.11.1.7). A peroxidase catalisa reações de 

escurecimento por meio da geração de peróxido de hidrogênio, utilizando compostos 
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fenólicos livres ou quinonas, como substratos. Encontra-se no citoplasma (forma 

solúvel), na parede celular (forma insolúvel), membranas e organelas das células 

vegetais. Causam mudanças deteriorativas na cor, aroma, sabor e textura das frutas e 

hortaliças armazenadas em baixas temperaturas (CHITARRA e CHITARRA, 2005).  

         O dano pelo chilling é muitas vezes acompanhado pela baixa atividade de enzimas 

antioxidantes, como a catalase (MACRAE e FERGUSON, 1985; POSMYK et al., 

2005). Esse sistema de proteção é capaz de neutralizar os efeitos maléficos ocasionados 

pelas espécies reativas de oxigênio, destruindo o peróxido de hidrogênio, convertendo-o 

em água e oxigênio (ARAÚJO, 2008).  

         O aparecimento desses danos deprecia a qualidade e resulta em sérias implicações 

na comercialização e aceitação do produto pelos consumidores. Por esta razão, é de 

extrema importância o desenvolvimento de pesquisas na área de tecnologia pós-colheita 

de folhosas.  

          Não foram encontrados na bibliografia consultada trabalhos a respeito da 

sensibilidade e caracterização da injúria por frio em manjericão cultivado em vaso na 

simulação do transporte refrigerado. Por isso, é importante essa caracterização na 

avaliação dos efeitos da baixa temperatura sobre a perda de qualidade de suas folhas 

durante e após o tratamento refrigerado.  

          Na avaliação do grau dos danos provocados pelo armazenamento em baixa 

temperatura, são necessários estudos fisiológicos que analisem a integridade da 

membrana celular, o extravasamento de íons e a caracterização bem como a atividade 

enzimática. Assim, o conhecimento sobre a conservação do manjericão cultivado em 

vaso no transporte refrigerado auxiliará a compreender novos procedimentos 

operacionais que possibilitem a manutenção da qualidade exigida pelo mercado. Desse 

modo, a caracterização da atividade enzimática in vitro é muito importante no 

desenvolvimento de métodos mais efetivos de controle da expressão pós-transcricional 

in vivo.  

           Objetivou-se com esse trabalho avaliar a relação da atividade das enzimas 

peroxidase, polifenoloxidase e catalase e o desenvolvimento de sintomas de injúria por 

frio em manjericão cv. Genovese durante o transporte refrigerado simulado e 

caracterizar parcialmente a enzima polifenoloxidase. 
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2. CAPÍTULO 1 - ENVOLVIMENTO DE ENZIMAS OXIDATIVAS NO 
SURGIMENTO DE SINTOMAS DE INJÚRIA POR FRIO E 
ESCURECIMENTO EM MANJERICÃO cv. GENOVESE EM VASO 

 

RESUMO 

 
O manjericão é uma hortaliça de origem tropical, suas folhas devem ser 

refrigeradas, visando prolongar sua vida pós-colheita. Mas, a temperatura inadequada de 

armazenamento induz sintomas de injúria por frio e escurecimento das folhas. Este 

trabalho objetivou avaliar a relação das enzimas peroxidase e polifenoloxidase com o 

escurecimento enzimático do manjericão e analisar o envolvimento da catalase com o 

aparecimento de sintomas de injúria por frio em folhas de manjericão cv. Genovese 

refrigeradas a 5 e 10 °C e a temperatura ambiente. O delineamento experimental foi o 

inteiramente casualizado, em esquema fatorial (5 x 2), sendo cinco períodos de 

amostragem e duas temperaturas, com quatro repetições, e a unidade experimental 

constituída por folhas de manjericão em vaso.  Foi feita a análise visual das folhas e 

determinado o extravasamento de eletrólitos, os teores de clorofilas totais, análise de 

evolução de cor, a atividade das enzimas catalase, peroxidase e polifenoloxidase. As 

folhas com melhor aparência durante o período de conservação (4 dias) foram 

refrigeradas a 10 °C. Nas folhas mantidas a 5 °C houve maior grau de escurecimento 

relacionando com a atividade da polifenoloxidase. O aumento na atividade da catalase 

coincidiu com os sintomas de injúria por frio. O período de maior extravasamento de 

eletrólitos em folhas de manjericão refrigeradas a 5°C coincidiu com o maior grau de 

injúria por frio e a 10 °C não ocorreu essa relação. Os teores de clorofilas totais, os 

parâmetros de cor a*, b* e Chroma foram semelhantes nas folhas armazenados a 5 e 10 

°C. No segundo dia de avaliação houve perda de brilho (L) nas folhas mantidas a 5 °C. 

Quanto à peroxidase, esta relação, não foi observada. Nas folhas de manjericão 

refrigeradas a 10 °C não foi detectada nenhuma relação com os sintomas de injúria por 

frio e escurecimento. 
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2.1 INTRODUÇÃO  
 

Ocimum basilicum L., também conhecido como manjericão comum, alfavaca, 

alfavaca-cheirosa ou basílico, é a espécie de maior importância da família Laminaceae. 

As plantas ocorrem naturalmente na América tropical, Ásia e África (PATON et al., 

1999). O manjericão possui diversas finalidades, pode ser utilizados para fins culinários, 

farmacêuticos, ornamental, aromático, cosméticos, bem como possui propriedades 

antimicrobianas e antioxidantes.  

A grande importância econômica dessa cultura é devida principalmente a extração 

do seu óleo essencial, que pode ter função medicinal agindo nas vias respiratórias, nas 

infecções bacterianas e parasitas intestinais, além de melhorar a digestão dos alimentos, 

utilizado na indústria de cosméticos como perfumes, xampus e sabonetes (BLANK et 

al., 2004). 

         As ervas aromáticas frescas ou processadas está cada vez mais populares, 

expandindo sua produção para atender a procura crescente. Entretanto, a qualidade tem 

sido grande problema comercial, principalmente, pela sensibilidade ao frio durante o 

armazenamento de algumas ervas aromáticas como o manjericão. 

         O sucesso da comercialização desse produto depende do conhecimento sobre a 

durabilidade pós-colheita do manjericão. De acordo com Reid (1991) entre os 

procedimentos disponíveis na tecnologia pós-colheita, a temperatura controlada é a mais 

importante, sendo a utilização da baixa temperatura durante o armazenamento a mais 

conveniente na manutenção da qualidade visual de muitas espécies (NOWAK e 

RUDNICKI, 1990). 

          O manjericão por ser de origem subtropical é suscetível a danos por frio por 

baixas temperaturas durante o crescimento, transporte e armazenamento. As injúrias ou 

distúrbios causados pelo frio são denominados de injúria “chilling”. A injúria “chilling” 

é o dano fisiológico induzido nos tecidos quando expostos a temperaturas baixas, acima 

do ponto de congelamento. Os danos mais prevalentes ocorridos em manjericão exposto 

a temperaturas abaixo de 12 ºC são manchas marrons das áreas internervais da folha, 

seguido do desenvolvimento de necrose preta e abscisão foliar.  
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A evolução da injúria por frio é dependente de fatores do ambiente e inerente ao 

tecido (RAISON e ORR, 1990). Os indicadores visuais da presença de injúria por frio 

são: pontuações (depressões), manchas de cor marrom/preta, descoloração, 

amarelecimento e amolecimento dos tecidos. Os sintomas visuais causados pela injúria 

por frio, geralmente, aumentam significativamente após a transferência de frutos e 

hortaliças aos ambientes com temperaturas mais elevadas, comparadas aquelas que 

originalmente são observadas durante o desenvolvimento dos sintomas (MORRIS, 

1982). 

Cantwell e Reid (1994) relatam que a embalagem de PVC (Policloreto de vinila) e 

a temperatura de 10 °C amplia o período de comercialização do produto, uma vez que o 

manjericão é altamente perecível e sua durabilidade é inferior aos três  dias quando 

armazenados à temperatura ambiente. Por outro lado, Lange e Cameron (1997) 

encontraram apenas quatro  dias de prazo de validade, quando as folhas de manjericão 

foram mantidos a 5 °C, devido a lesão pelo frio. 

O aparecimento desses danos deprecia a qualidade e resulta em sérias implicações 

na comercialização e aceitação do produto pelos consumidores. Por esta razão, é de 

extrema importância o desenvolvimento de pesquisas na área de manejo pós-colheita 

adequado. Sendo assim, é importante a caracterização dos sintomas de injúria por frio 

em manjericão, para avaliar os efeitos da baixa temperatura sobre a perda de qualidade 

de suas folhas durante e após a refrigeração. 

As folhas de manjericão são extremamente sensíveis a baixas temperaturas. De 

acordo com Lange e Cameron (1994), a vida útil de folhas de manjericão foi reduzida 

quando refrigeradas a 10 °C em relação ao armazenamento a 15 °C. Em 10 °C, nas 

folhas mais jovens surgiram sintomas de injúria por frio, tornando-se necróticas. A 

intensidade dos danos causados pelo estresse, agravaram com a redução da temperatura, 

sendo que à 5 °C  ocorreu a perda de 75% do material avaliado em apenas 3 dias, e 

quando refrigeradas a 0 °C os sintomas pela injúria por frio foram mais graves, com a 

maioria do tecido apresentando escurecimento.  

O dano às membranas provavelmente é o evento inicial no desenvolvimento das 

injúrias de frio e os sintomas decorrem da geração de espécies reativas de oxigênio 
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(EROS) em níveis acima da capacidade de remoção pelas enzimas antioxidantes 

presentes nos tecidos. Se o tecido, órgão ou a planta inteira é exposto a temperaturas 

prejudiciais por longo período de tempo, em seguida rompe as membranas celulares 

causando vazamento de íons e metabólitos, os quais pode ser monitorado por 

determinação de extravasamento de eletrólitos (SHAROM et al., 1994). 

A perda de grande parte da produção de frutas e hortaliças pode ser atribuída à 

ação de enzimas na fase de pós-colheita (LAURENTE e CLEMENTE, 2005).  È sabido 

que o escurecimento está relacionado à ação das enzimas peroxidase e polifenoloxidase, 

porque as respectivas atividades são aumentadas com o desenvolvimento da injúria pelo 

frio. O escurecimento enzimático ou descoloração em tecidos vegetais pode causar 

mudanças indesejáveis na qualidade durante o manuseio, processamento e 

armazenamento. 

A catalase (CAT, EC 1.11.1.6) é encontrada em todos os organismos aeróbicos e, 

em plantas superiores, é uma das principais enzimas responsáveis pela defesa contra 

estresse oxidativo. A catalase (CAT) é responsável pela inativação do H2O2 formado 

durante a conversão do glicolato a glioxalato que ocorre durante a fotorrespiração, onde 

o peróxido é convertido pela enzima a H2O e O2 (IGAMBERDIEV e LEA, 2002). A 

enzima é preferencialmente encontrada nos peroxissomos, mas também podem estar 

presente em mitocôndrias e no citoplasma (MONTAVON et al., 2006), os cloroplastos 

não possuem a enzima (ASADA, 1999).  

A descoloração pode ser oriunda de reações catalisadas pela enzima 

genericamente conhecida como peroxidase (VAMOS-VIGYAZO, 1981; NICOLI et al., 

1991 e ARAÚJO, 2001). As peroxidases (EC 1.11.1.7) são enzimas pertencentes ao 

grupo das oxirredutases e são encontradas em múltiplas formas moleculares e estão 

presentes na maioria das frutas e legumes na forma solúvel e acoplada (forma iônica e 

covalente) onde propriedades catalíticas são influenciadas pela cultivar, crescimento e 

fases fisiológicas (NEVES, 2002). A peroxidase (POD) é encontrada na forma solúvel e 

iônica ligada à parede das células (CLEMENTE, 1998). 

         A POD está envolvida com inúmeros processos fisiológicos na planta, 

principalmente o desenvolvimento e amadurecimento. Destacam-se a atividade 
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catalítica na redução do H2O2 e doação de elétrons a várias moléculas como compostos 

fenólicos, precursores de lignina, auxina e outros compostos do metabolismo secundário 

e na prevenção biológica dos ataques de patógenos e a herbivoria (PASSARDI et al., 

2005). A peroxidade (POD) é considerada uma enzima de estresse estimulada por 

baixas temperaturas, em espécies sensíveis ao frio (EL-HILARI et al., 2003; KUK et 

al., 2003). Nessas condições, há aumento desordenado na taxa respiratória causando 

formação de espécies reativas de oxigênio, a enzima aumenta a atividade para reduzir os 

danos causados por essas espécies reativas de oxigênio, removendo átomos de 

hidrogênio dos grupos alcoois, combinando-os com peróxido de hidrogênio para formar 

moléculas de água protegendo, assim, os tecidos (SALISBURY e ROSS, 1991). 

A PPO é apontada como importante enzima de defesa vegetal e também está 

relacionada ao escurecimento em frutas e hortaliças quando ocorre algum tipo de 

estresse ou injúria. Em danos nos tecidos causados por injúrias mecânicas, ataque de 

herbívoros e insetos e infecção por patógenos, a compartimentalização é perdida e a 

PPO de plastídeos reage com os substratos fenólicos do vacúolo, levando a formação 

das quinonas e como consequência o escurecimento indesejável. Os tecidos 

impregnados com os polímeros atuam como barreiras das infecções formando a defesa 

contra a penetração de micro-organismos ou retardando sua proliferação (KOSUGE, 

1969; MAYER e HAREL, 1979; VAUGHN et al., 1988). Porém, tais substâncias 

conferem muitas vezes características comerciais e nutricionais indesejáveis aos 

produtos vegetais.  

Na avaliação é feita caracterização dos sintomas de injúria por frio, a partir da 

qualidade visual e das respostas fisiológicas, tais como: intensidade de clorofila, teor de 

extravazamento de eletrólitos e as atividades de enzimas antioxidantes (CAT, POD e 

PPO).  

Objetivou-se com esse trabalho avaliar a relação das enzimas peroxidase e 

polifenoloxidase com o escurecimento enzimático e o envolvimento da catalase com o 

aparecimento de sintomas de injúria por frio em folhas de manjericão cv. comercial 

Genovese crescido em vaso. 
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2.2 MATERIAL E MÉTODOS  
          

         Sementes de manjericão cv. Genovese foram semeadas diretamente em vaso,  

volume de 3 litros, contendo substrato comercial, na casa de vegetação da Universidade 

Federal de Viçosa (UFV), entre os meses de maio e junho de 2013. Os experimentos 

foram realizados no Laboratório de Pós-Colheita do Departamento de Fitotecnia da 

UFV, 2-3 meses após a semeadura, no mês de agosto de 2013. 

As plantas de manjericão cultivadas em vaso foram transferidas da casa de 

vegetação ao laboratório onde foram selecionadas e padronizadas. Os vasos foram 

armazenados por quatro dias para o experimento um em câmaras com refrigeração a 5 

°C e a temperatura ambiente e no experimento dois com refrigeração a 10 °C e a 

temperatura ambiente. O processo de injúria por frio foi quantificado diariamente, na 

simulação do tempo de duração médio do transporte refrigerado, no escuro. Após a 

refrigeração as plantas foram retiradas da câmara fria e avaliadas após 2 horas a 25 °C 

depois do armazenamento. Amostras de folhas de manjericão foram retiradas 

diariamente até o quarto dia, congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas, 

posteriormente foi feita a análise da atividade enzimática. 

 

2.2.1 Análise visual  
 

         A análise visual foi realizada diariamente em folhas durante todo o período de 

armazenamento. O grau de escurecimento das folhas foi avaliado de acordo com o 

índice de cinco níveis: 1- 0% das folhas mostrando danos, todas as folhas são livres de 

sintomas; 2- 1 a 5% das folhas mostram danos; 3- 5 a 20% das folhas mostrando danos; 

4- 20 a 75% das folhas mostram danos; 5- ˃ 75% das folhas mostrando danos. A 

percentagem do grau de escurecimento foi em relação ao número total de folhas para 

cada vaso. Até o valor de índice de 2,5, o produto foi considerado de qualidade 

comercial, enquanto acima deste nível significava invendável (AHARONI et al., 2010). 
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Figura 1 – Escala visual de avaliação do escurecimento em folhas de manjericão cv. 
Genovese em vaso armazenados em baixa temperatura, com notas de 1 a 5: 1- 0% das 
folhas mostrando danos, todas as folhas são livres de sintomas; 2- 1 a 5% das folhas 
mostram danos; 3- 5 a 20% das folhas mostrando danos; 4- 20 a 75% das folhas 
mostram danos; 5- ˃ 75% das folhas mostrando danos. 
 
 

2.2.2 Extravamento de eletrólitos 
 

         O extravazamento de eletrólitos das folhas foi determinado segundo o método 

descrito por Whitlow et al. (1992). Foram retirados discos de 6 mm de diâmetro de 

folhas com a massa 0,2 g. Os discos foram lavados com água destilada e colocados em 

frascos de plástico de 50 mL. Os frascos foram colocados em banho de água a 25 °C 

sob agitação, por duas horas. Após esse período, foi mensurada a condutividade inicial. 

Em seguida, estes ficaram a -20 °C durante 24 horas. Após o período de congelamento, 

1 2 3 

4 5 
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foram colocados em banho de água em ebulição durante 25 minutos, sendo colocados 

novamente em agitação a 25 °C, até a estabilização da temperatura e mensurada a 

condutividade total. O extravasamento de eletrólitos foi calculado em percentagem de 

eletrólitos extravados no início em relação ao total, após o descongelamento das 

amostras. 

 

2.2.3 Teores de clorofila total 
 

         Os teores de clorofilas foram determinados utilizando cinco discos da folha de 

manjericão, com três milímetros de espessura e seis milímetros de diâmetro. Os discos 

foram pesados e colocados em tubos contendo 10 mL de N,N-Dimetilformamida, com 

refrigeração a 4 °C, no escuro. Após, 10 dias, procedeu a filtragem do solvente e a 

leitura da absorbância nos comprimentos de onda 647 e 664,5 nm em espectrofotômetro 

(INSKEEP e BLOM, 1985). 

 

2.2.4 Análise de evolução de cor 
 

         A evolução de cor da superficie das folhas foi mensurado de acordo com o método 

usado por Palou et al.(1999), diariamente, com o auxílio do colorímetro (Color Reader 

CR-10, Minolta) calibrado com a cor branca. As leituras foram realizadas após acoplar 

o sensor do aparelho à superfície das folhas sendo que a indica cromaticidade no eixo 

da cor verde (-) para vermelha (+); b indica a cromaticidade no eixo da cor azul (-) para 

amarela (+); L indica a luminosidade e c indica a intensidade ou saturação de cor, com 

os dados das leituras foi estimada a descoloração dos tecidos, de acordo com a equação 

1. 

                C = ( a² + b²)½                    (eq.1) 

                Onde, C= Chroma 
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2.2.5 Atividade da polifenoloxidase  
 

         Na obtenção do extrato enzimático, 5 g de material vegetal foi homogeneizado em 

25 mL de tampão de extração. A composição do tampão de extração foi: tampão fosfato 

0,1 M pH 6,5 + 1% Polivinilpirrolidona (PVP) + 1% Triton X-100 + 10 mM ácido 

ascórbico. Após isso, o homogeneizado foi centrifugado a 17.000 g durante 30 minutos, 

a 4 ºC. Na determinação da atividade enzimática da polifenoloxidase foi adicionada 

uma alíquota de extrato enzimático ao meio de reação contendo 0,5 mL de 10 mM de 

catecol e 0,5 mL de tampão fosfato a 0,1 M (pH 6,5) completando o volume total da 

reação de 1,5 mL. O branco apresentou todos os componentes do meio de reação, 

exceto o extrato enzimático, que foi substituído por água. A atividade enzimática foi 

analisada em espectrofotômetro, observando-se a variação na absorbância em 

comprimento de onda de 420 nm a 25 ºC e expressa em UA/min/mg de proteína 

(KAVRAYAN e AYDEMIR, 2001). 

          As determinações da quantidade de proteína presente nos referidos extratos foram 

feitas pelo método de Bradford (1976), usando soro albumina bovino (BSA) como 

padrão.  

 

2.2.6 Atividade da peroxidase 
 

          Na extração da peroxidase, 5 g de material vegetal foram homogeneizados em 25 

mL de tampão de extração (tampão fosfato 0,1 M, pH 6,0, acrescido de 0,1% de 

bissulfito de sódio e 0,15 M de cloreto de sódio). Esse homogeneizado foi filtrado em 

quatro camadas de gaze e centrifugado a 17.000 g por 30 minutos, a 4 °C. 

          Na determinação da atividade enzimática da peroxidase uma alíquota de extrato 

enzimático foi adicionada ao meio de reação contendo 0,5 mL de guaiacol (1,7%), 1,5 

mL de tampão fosfato 0,1 M (pH 6,0) e 0,5 mL de H2O2 (1,8%). O branco foi 

constituído por todos os componentes do meio de reação, exceto o extrato enzimático, 

que foi susbtituído por água. A atividade enzimática foi analisada em 
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espectrofotômetro, observando-se a variação na absorbancia em comprimento de onda 

470 nm, a 25 °C, e expressa em UA/min/mg de proteína (NEVES, 2003). 

         O mesmo extrato utilizado na determinação da atividade enzimática foi utilizado 

na quantificação da proteína pelo método de Bradford (1976), utilizando albumina 

sorobovina (BSA) como padrão. 

      

2.2.7 Atividade da catalase  
 

          A atividade da catalase foi determinada de acordo com o método de Kar e Mishra 

(1976), com algumas modificações. Foi pesado 1 g de folhas frescas e homogeneizadas 

em 10 mL de tampão de extração (tampão fosfato 0,1 M, pH 6,8) e a suspensão 

resultante foi centrifugada a 14000 g, a 5 °C, por 30 minutos. A mistura de reação foi 

incubada em banho maria a 25 °C por 5 minutos e a reação foi interrompida com a 

adição de 10 mL de H2SO4 a 2% (v/v). O H2O2 residual foi titulado com KMnO4 (0,01 

M) até a coloração púrpura fraca persistir. A atividade da catalase foi expressa em 

µmoles de H2O2 consumidos.min-1.g-1 de MF. 

 

2.2.8 Análise Estatística  
         

         O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 

(5 x 2), sendo cinco períodos de amostragem e duas temperaturas, com quatro 

repetições, e a unidade experimental constituída por folhas de manjericão em vaso. Os 

dados foram analisados por meio de testes de média Tukey, usando-se o programa 

SAEG 9.1 – Sistema para Análises Estatísticas e Genéticas (SAEG, 2007). Os 

resultados da análise visual das folhas e das atividades enzimáticas foram avaliados 

utilizando-se estatística descritiva. 
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

2.3.1 Análise visual 
          

         Neste estudo, o uso da refrigeração influenciou negativamente a aparência das 

folhas de manjericão cv. Genovese, em vaso, analisadas após 2 horas a 25 °C depois do 

armazenamento por quatro dias a 5 °C (Figura 2). A injúria por frio se manifestou em 

90% dos casos, quando os vasos ainda estavam a 5 °C. Portanto, nestes vasos, o 

armazenamento à temperatura ambiente, após a refrigeração, não induziu aparecimento 

de novas manchas na maioria das folhas. 

         Quando avaliados durante todo o período de armazenamento com refrigeração nas 

folhas de manjericão havia manchas escuras, murcha e encarquilhamento (Figura 2), 

que resultaria na rejeição do consumidor. Já naquelas mantidas a temperatura ambiente 

teve boa aparência das folhas de manjericão durante todo o período de análise (Figura 

2). Porém, ambos os tratamentos mantiveram odor e sabor característicos das folhas de 

manjericão cv. Genovese, em vaso, embora não mantivessem características 

visualmente ideais para a comercialização.  

         Segundo Aharoni et al. (2010) os danos mais comuns em manjericão armazenado 

em temperaturas abaixo de 12 ºC são manchas marrons das áreas internervais da folha 

seguido pelo desenvolvimento de necrose preta e abscisão foliar. Alguns outros 

sintomas visuais que podem ocorrer são a perda de aparência brilhante, murcha e 

epinastia (AHARONI et al., 1993; CANTWELL e REID, 1993; LANGE e CAMERON,  

1994), porém a severidade dos danos depende da temperatura e da duração de 

armazenagem.  
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Figura 2- Aparência das folhas de manjericão, da cv. Genovese, em vasos durante os dias 0 (a, b), 1 (c,d), 2 (e,f), 3 (g,h) e 4 (i,j), após duas 
horas a 25 °C depois do armazenamento sem refrigeração (T1) e a 5 °C (T2), respectivamente. 
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Figura 3- Aparência das folhas de manjericão, da cv. Genovese, em vasos durante os dias 0 (a, b), 1 (c,d), 2 (e,f), 3 (g,h) e 4 (i,j), após duas horas 
a 25 °C depois do armazenamento sem refrigeração (T1) e a 10 °C (T2), respectivamente.

j 

i a 

b 

c 

d 

e 

f 

g 

h 



 

 

17 

 

         O uso da refrigeração influenciou positivamente a aparência das folhas de 

manjericão na simulação do transporte refrigerado a 10 °C. Quando avaliados, durante 

todos os dias de armazenamento, as folhas de manjericão cv. Genovese em vasos 

mantidos sem refrigeração e a 10 °C apresentaram com boa aparência, hidratados e sem 

nenhum sinal de escurecimento (Figura 3) preservando a qualidade pós-colheita durante 

o armazenamento por quatro dias. 

         Considerando as plantas no primeiro dia de armazenamento a 5 °C as folhas de 

manjericão tiveram o menor índice de escurecimento da escala, com os sintomas iniciais 

como pequenas áreas com manchas escuras, enquanto que as folhas mantidas sem 

refrigeração estavam sem sintoma. Nos dias dois e três as folhas de manjericão 

refrigeradas a 5 °C apresentaram a maioria das folhas com danos, assim atingiram o 

estágio 4 de escurecimento visual, no outro tratamento nenhuma proporção de 

escurecimento foi atingida (Quadro 1). 

         Os resultados do presente estudo confirmam resultados anteriores (CANTWELL e 

REID, 1993; MEIR et al, 1995), mostrando que 4 °C é a temperatura que induz danos 

graves de refrigeração em folhas de manjericão após 2 dias de armazenamento. Ao 

contrário do resultado deste trabalho, Joyce et al. (1986) sugeriram que o 

armazenamento a 5 °C até 7 °C era ótima no armazenamento a longo prazo de 

manjericão. 

 

Quadro 1- Nota da avaliação do escurecimento em folhas de manjericão da cv. 
Genovese, em vaso, submetidos a 25 °C por 2 horas após o armazenamento por 0, 1, 2, 
3 e 4 dias, sem refrigeração e a 5 °C.  

Tratamentos 

Tempo de armazenamento (dias)                                                                                                       
0                        1                          2                        3                         4           

Temperatura 
ambiente  1                     1                         1                          1                        1 

5°C    1                      2                         4                           4                       3,5 
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         Nas folhas de manjericão cv. Genovese em vaso mantidas a temperatura ambiente 

e a 10 °C não foram observados os sintomas de injúria por frio, assim nenhuma 

proporção de escurecimento foi atingida (Quadro 2). O grau da injúria por frio da 

planta, ou seus órgãos, é variável em função da temperatura, da duração da exposição e 

da sensibilidade de cada espécie (KAYS, 1991). Wongsheree et al. (2009) observaram o 

escurecimento visível em folhas de manjericão limão a 4 °C, ao passo que o 

armazenamento a 12 °C resultou em sintomas leves em folhas maduras ou nenhum 

sintoma  em folhas jovens. Em folhas maduras o escurecimento visível foi encontrado 

12 horas após o armazenamento a 4 °C, e  em seguida, foi aumentado rapidamente, já 

neste trabalho houve início do escurecimento visível após o primeiro dia de 

armazenamento dos vasos de manjericão cv. Genovese  a 5 °C e nenhum sintoma 

quando as plantas foram mantidas a 10 °C. 

 

Quadro 2- Nota da avaliação do escurecimento em folhas de manjericão da cv. 
Genovese, em vaso, submetidos a 25 °C por 2 horas após o armazenamento por 0, 1, 2, 
3 e 4 dias, sem refrigeração e a 10 °C. 

Tratamentos 

                               Tempo de armazenamento (dias)                                                                                                 
0                        1                          2                        3                         4 

Temperatura 
ambiente  1                       1                          1                         1                        1 

10°C  1                      1                         1                          1                       1 

 

         Cantwell e Reid (1994) avaliaram a fisiologia pós-colheita de ervas frescas de 

manjericão armazenados a 0 °C, 10 °C e 20 °C, observaram que o manjericão teve 

melhor aparência a 10 °C e recebeu nota 8, que significa boa qualidade. No entanto, 

recebeu nota 2 quando conservadas a 0 °C porque estava danificado pelo frio, e a 20 °C, 

recebeu nota 7, o que significa boa qualidade, mas menor durabilidade. Estes resultados 

coincidem com o estudo em questão, pois a 10 °C as plantas de manjericão cv. 

Genovese apresentaram menor nota e a 5 °C houve injúria pelo frio.           
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         Na comparação dos efeitos do armazenamento a 5 e a 10 °C na cv. Genovese em 

vaso houve melhor aparência visual nas folhas de manjericão refrigeradas a 10 °C, o 

que permitiria o transporte eficiente a longas distâncias ou pode permitir o aumento do 

tempo entre a colheita e os procedimentos de preparo e a comercialização.    

 

2.3.2 Extravasamento de eletrólitos 
          

         Os resultados do extravasamento de eletrólitos em folhas de manjericão 

armazenadas a temperatura ambiente e refrigeradas a 5 °C mostram que houve interação 

significativa (Tabela 1). Houve maior taxa de extravasamento nas plantas mantidas a 

temperatura ambiente no dia dois (Tabela 1). Isso indica que mesmo aquelas folhas dos 

vasos que foram armazenados a temperatura mais elevada foram ligeiramente 

danificadas. 

TABELA 1 – Variação média da estimativa do teor de extravasamento de eletrólitos de 
folhas de manjericão cv. Genovese, em vaso, após 2 horas a 25 °C após o 
armazenamento por 0, 1, 2, 3 e 4 dias, a temperatura ambiente e a 5 °C. Viçosa – Minas 
Gerais, 2014.  

Tempo de 
Armazenamento 

(dias) 
Tratamentos                                                                                                                  

Temperatura ambiente                                      5°C 
0                  18,30 bA                                             18,30 aA 
1                  14,18 bA                                             15,61 aA 
2                  47,87 aA                                             18,48 aB 
3                  27,71 bA                                             21,90 aA 
4                  16,06 bA                                              18,76 aA 

Letras minúsculas na mesma coluna comparam médias de tratamento para cada dia. Letras maiúsculas na 
linha comparam médias de dia para cada tratamento. Médias seguidas de pelo menos uma letra em 
comum não diferiram em nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 
 

         Os dias onde ocorreu o maior extravasamento de eletrólitos em folhas de 

manjericão refrigeradas a 5 °C coincidiram com o maior grau de injúria por frio. Este 

fato pode ser explicado segundo Larcher (2006) e Paiva e Oliveira, (2006), no qual a 

injúria por frio é desenvolvida progressivamente tendo como primeiro efeito, a 

interrupção do fluxo protoplasmático, seguido da redução da atividade fotossintética e 

por fim da perda da semipermeabilidade das membranas, comprometendo os 
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compartimentos celulares e culminando no extravasamento de suco celular nos espaços 

intercelulares.          

          Nas folhas refrigeradas a 5 °C, a taxa de extravasamento de eletrólitos aumentou 

em 19,7% no dia três em relação ao dia zero e de 51,4% nas folhas a armazenadas sem 

refrigeração (Tabela 1). Efeito semelhante foi observado por Aharoni (1994) em folhas 

de manjericão armazenadas e não embaladas, a 4  ºC e 80-85% de umidade relativa,  

que também observou aumento no escurecimento das folhas e extravasamento de íons 

dentro de dois dias. 

          O extravasamento de eletrólitos é um dos marcadores fisiológicos, bem 

conhecidos pela perda da semi-permeabilidade da membrana, é amplamente utilizado 

por pesquisadores ao avaliar indiretamente a integridade da membrana celular 

(SHAROM et al, 1994). Pela aplicação destas abordagens metodológicas na avaliação 

da integridade da membrana celular, é possível avaliar o impacto da injúria por frio em 

frutas e hortaliças com muita precisão (SHEWFELT e PURVIS, 1995). 

          Em baixas temperaturas ocorrem mudanças físicas dos lipídios saturados das 

membranas, que pode explicar o escurecimento em manjericão. As moléculas lipídicas 

passam do estado gel para o estado gel cristalino, permitindo oxidações enzimáticas, 

sendo essa mudança lipídica uma resposta primária dos tecidos sensíveis ao frio. Dentre 

as espécies de vegetais com esse tipo de tecido, está o manjericão. Essa resposta pode 

resultar em alterações do metabolismo, como, extravasamento de íons, perda da 

atividade mitocondrial, alterações na produção de etileno, nos sistemas enzimáticos 

associados à membrana, e acúmulo de metabólitos tóxicos como etanol e acetaldeído 

(RIBEIRO, 2003). 

          Em cultivares de ameixa, no armazenamento de curto período de tempo, Candan 

et al. (2008) observaram a relação positiva entre a intensidade de extravasamento de 

íons e a incidência de injúria por frio. O extravasamento de íons em Heliotropium 

arborescens e Lantana camara aumentou gradualmente quando foram armazenadas em 

temperaturas entre 6 e 2 °C. Em Lantana, esse aumento foi proporcional ao aumento da 

injúria por frio (FRIEDMAN e ROT, 2006), igualmente como nos resultados obtidos 

neste estudo com plantas de manjericão mantidas em refrigeração a 5 °C.  
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         Não houve interação significativa entre os tratamentos e o tempo de 

armazenamento no extravasamento de eletrólitos das folhas de manjericão cv. 

Genovese, em vaso, refrigeradas a 10 °C ou mantidas a temperatura ambiente. 

          No segundo dia de amostragem, houve acréscimo de 34% nas folhas de 

manjericão a temperatura ambiente (28,93) em relação ao extravasamento de eletrólitos 

das folhas refrigeradas a 10 °C (19,11). Efeitos semelhantes foram observados em 

ramos de manjericão, porém quando submetidos a 5 °C, durante cinco dias, houve o 

aumento do extravasamento de eletrólitos, ainda que esse extravasamento não estivesse 

associado ao aparecimento dos sintomas visuais de injúria por frio (MESSIAS, 2006).  

          O período de armazenamento e a temperatura de 5 °C influenciaram na alteração 

da permeabilidade da membrana e em consequência no extravasamento de eletrólitos, 

que foram respostas fisiológicas evidenciadas pela visualização dos sintomas de injúria 

por frio. Resultado semelhante foi observado por Larcher (2006) o qual foi observado 

quanto menor for a temperatura e maior for a duração do tempo de exposição, maior é a 

extensão da injúria. 

 

2.3.3 Clorofila total 
            

          Não houve interação significativa entre os tratamentos e o tempo de 

armazenamento nos teores de clorofila total das folhas de manjericão cv. Genovese, em 

vaso, analisadas após 2 horas a 25°C depois do armazenamento por quatro dias em 

refrigeração ou mantidas a temperatura ambiente, e não ocorreu diferença entre as 

médias dos vasos dos tratamentos em cada dia e nem dos dias em cada tratamento. 

          Durante a avaliação do experimento, não foram observadas alterações visíveis na 

cor verde das folhas dentro de cada tratamento, nem durante os primeiros dias e nem 

durante o restante do tempo de armazenamento. Provavelmente, os tratamentos a baixa 

temperatura não influenciaram os teores de clorofila das amostras, mesmo sendo 

temperaturas causadoras de injúria por frio. 
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          Nestes tratamentos, o teor de clorofila total foi maior no primeiro (9,48±0,09) e 

no segundo dia de avaliação (11,54±0,16) nas folhas mantidas a temperatura ambiente e 

a 5 °C, respectivamente. Nas plantas refrigeradas a 10 °C o teor de clorofila foi máximo 

no quarto dia (13,19±1,04) de análise.  Segundo Yamauchi e Watada (1991) a degradação 

da clorofila indica a condição fisiológica dos tecidos de órgãos verdes. Provavelmente 

ocorreu menor tendência de degradação de clorofila nas folhas de manjericão nesses 

dias de armazenamento.  

          Apesar de não ter sido feita a comparação entre as médias das folhas do 

manjericão da cv. Genovese em vaso refrigeradas a 5 e a 10 °C, os valores foram 

semelhantes, indicando que as temperaturas causadoras de “chilling” parecem não 

alterar a quantidade de clorofilas totais presentes nas folhas. Estes resultados 

comprovam os de Della-justina (1998) que não encontrou diferenças nos teores de 

clorofilas em quiabos da cultivar Amarelinho, armazenados nestas duas temperaturas.  

          O teor de clorofila é usado ao avaliar o avanço do processo de senescência e 

conservação pós-colheita (CANTWELL e REID, 1994; PHILOSOPH-HADAS et al., 

1994; MEIR et al., 1997). Assim como o presente estudo a análise de clorofila foi 

utilizada por MEIR et al. (1997) na quantificação da susceptibilidade das folhas à 

injúria por frio, variando a temperatura e o tempo de armazenamento em cultivares de 

manjericão. Diversos autores observaram, no entanto, que durante o tempo de 

armazenamento houve perda de clorofila em consequência do processo de senescência 

dos tecidos vegetais, efeito semelhante aos resultados das plantas de manjericão cv. 

Genovese, pois não houve degradação da clorofila relacionada ao processo de 

“chilling’’(PHILOSOPH-HADAS et al., 1994; HEATON e MARANGONI, 1996). 

          A baixa temperatura impediu a degradação de clorofila resultando em folhas 

verdes ao final do armazenamento. De acordo com Park et al. (1999) a temperatura é o 

fator crítico principal da taxa de degradação da clorofila em hortaliças folhosas.                

Dessa forma, se o objetivo é manter a qualidade com aumento da vida útil, é 

indispensável à manutenção do produto em baixa temperatura, já que a coloração 

implica na aceitabilidade ao consumidor. 
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2.3.4 Análise de evolução de cor 

2.3.4.1 Parâmetro de cor a* 
          Quanto ao parâmetro de cor a* das folhas de manjericão mantidas a temperatura 

ambiente e refrigerada, durante os quatro dias de armazenamento a interação não foi 

significativa, e não ocorreu diferença entre as médias das folhas de manjericão em vaso 

dos tratamentos em cada dia e nem dos dias em cada tratamento. Assim, as folhas de 

manjericão mantiveram a coloração verde durante todo o período de avaliação. 

          No primeiro dia de análise as folhas de manjericão apresentaram maior valor 

negativo do parâmetro de cor a* (-10,13± 0,54) quando comparado aos demais dias de 

armazenamento, tanto nas plantas refrigeradas a 5 °C quanto nas plantas mantidas sem 

refrigeração, indicando a tendência na diminuição da intensidade de cor verde nessas 

folhas com o decorrer do tempo. Houve maior cor verde nas folhas a temperatura 

ambiente (-10,29±0,49) e as mantidas a 10 °C (-10,04±0,60) nos dias três e quatro, 

respectivamente. Provavelmente o transporte refrigerado a 10 °C pode ser satisfatório 

na manutenção da intensidade da cor verde em folhas de manjericão cv. Genovese em 

vaso.           

          Nos dias dois (-9,23±0,83) e três (-9,29±0,47), as folhas de manjericão 

armazenadas sem refrigeração apresentaram maior tonalidade verde quando comparado 

ao dia um (-8,97±0,43) e quatro (-6,68±0,59), os quais apresentaram menor valor. Já as 

folhas refrigeradas a 5 °C mantiveram a pigmentação verde durante o período de 

armazenamento, conforme indicado pelo acréscimo nos valores negativos do parâmetro 

de cor a* do terceiro (-8,44±0,53) para o quarto dia de armazenamento (-8,81± 0,58). 

          Nos vasos mantidos a temperatura ambiente houve menor valor negativo do 

parâmetro de cor a* no último dia de amostragem (-6,68±0,59), enquanto que no dia dois 

(-5,49±0,98) de armazenamento foram as folhas dos vasos refrigeradas a 5 °C. No 

entanto, nos vasos mantidos sem refrigeração e com refrigeração a 10 °C observou-se 

em suas folhas menor valor negativo da variável a* no primeiro dia de amostragem (-

8,81±1,05). Possivelmente, houve tendência de menor coloração verde nas folhas nesse 

dia.  
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             O processo de alteração da cor verde pode ser explicado pela degradação da 

clorofila pelas clorofilases (CHITARRA e CHITARRA, 2005) e também é resultante da 

quebra da estrutura da clorofila, causada principalmente pelas mudanças de pH, 

presença de ácidos orgânicos provenientes do vacúolo das células e presença de 

sistemas oxidantes (AWAD, 1993).  

          É sabido que a temperatura influencia no metabolismo da fruta e hortaliça, seu 

abaixamento diminui a degradação da clorofila, devido à redução da biossíntese e da 

ação direta do etileno (ABELES et al., 1992). Portanto, provavelmente, a baixa 

temperatura nas folhas paralisou o processo de degradação, fazendo com que as plantas 

no final do armazenamento a 5 e a 10 °C estivessem verdes. Desse modo, se o objetivo 

é manter a qualidade com aumento da vida útil, é indispensável a manutenção do 

produto em baixa temperatura, já que a coloração importa na atratividade ao 

consumidor. 

 

2.3.4.2 Parâmetro de cor b* 
          Em folhas de manjericão durante os quatro dias de armazenamento a interação 

não foi significativa, e não ocorreu diferença entre as médias das folhas de manjericão 

em vaso dos tratamentos em cada dia e nem dos dias em cada tratamento. 

          No quarto dia de análise (26,13±0,97), as folhas de manjericão armazenadas sem 

refrigeração tiveram evolução na variável de cor b*, indicando maior tendência na 

coloração amarela das folhas, enquanto nas folhas a 5 °C houve decréscimo no valor 

desse parâmetro (24,30±0,71). Na temperatura de refrigeração, pode ter ocorrido uma 

minimização da biossíntese de pigmentos amarelos (ABELES et al., 1992) o que 

proporcionou melhora na coloração das plantas de manjericão. 

          Com o aumento do período de armazenamento as folhas de manjericão mantidas 

sem refrigeração e a 10 °C apresentaram maior média do parâmetro de cor b* no dia 

três (27,98 e 27,09, respectivamente) indicando maior tendência na coloração amarela 

das folhas, havendo decréscimo no último dia de avaliação. 
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          No terceiro (24,05±0,83) e quarto dia de armazenamento (24,30±0,71) nas folhas de 

manjericão ocorreram as menores médias do parâmetro de cor b*, no tratamento a 

temperatura ambiente e a 5 °C, respectivamente. Nos dias um (27,4±0,28) e três de 

amostragem (27,31±0,94), nas folhas mantidas a 5 °C houve maiores médias do 

parâmetro b*, indicando tendência na intensidade de cor amarela devido aos sintomas 

da injúria pelo frio, como tiveram na análise visual (Figura 1).           

          Efeito semelhante foi observado na redução da intensidade de amarelo (b*) em 

função da refrigeração em hastes de Heliconia bilhai para a cv. Lobster Claw (LC) e cv. 

Halloween (HW) a partir do quarto dia (+30,43) e (+37,86), respectivamente. Na cv. LC 

a redução foi maior a partir do sexto dia e na cv. HW foi maior no oitavo dia, em 

relação aos demais períodos de armazenamento, indicando que houve agravamento do 

sintoma de injúria por frio com o aumento do tempo de armazenamento (COSTA, 

2009).          

    

2.3.4.3 Parâmetro de cor L  
          Os resultados de cor das folhas de manjericão, referentes à luminosidade (L), 

mantidos a 5 °C e a temperatura ambiente mostram que a interação foi significativa, e 

ocorreu diferença entre as médias das folhas nos dias de armazenamento (Tabela 2). 

          Durante o armazenamento, houve perda de brilho (L) em ambos os tratamentos 

no dia dois. No primeiro dia de armazenamento, as folhas mantidas sem refrigeração as 

médias de luminosidade foram significativamente superiores, ou seja, as plantas 

apresentavam maior brilho. 

          Quanto ao efeito dos dias de armazenamento das folhas de manjericão dentro dos 

tratamentos, as folhas armazenadas a temperatura ambiente apresentaram 

significativamente as maiores médias de luminosidade. Enquanto, nas folhas 

refrigeradas a 5 °C, houve tendência maior das médias nos dias 3 e 4 (Tabela 2).  

             A deterioração da membrana celular favorece a oxidação provocando o 

escurecimento do tecido (JIANG et al., 2004). Costa (2009) observou no tratamento 

com refrigeração em hastes de Heliconia bilhai que houve escurecimento do tecido das 
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brácteas e em consequência perda de brilho a partir do sexto dia na cv. Lobster Claw 

(LC) (38,84) e do quarto dia na cv. Halloween (HW) (53,57), devido à ocorrência de 

injúria por frio.  

 

 

Tabela 2- Variação média da estimativa do parâmetro de cor L de folhas de manjericão 
cv. Genovese em função do tempo por até 4 dias armazenadas a temperatura ambiente e 
a 5 °C e avaliadas após 2 horas de estocagem. Viçosa – Minas Gerais, 2014. 

Tempo de 
Armazenamento 

(dias) 
Tratamentos                                                                                                                  

Temperatura ambiente                                      5°C 
0                  30,53 abA                                           30,53 aA 
1                  33,64 aA                                              28,63 aB 
2                  25,55 bA                                              27,49 aA 
3                   29,56 abA                                             32,53 aA 
4                   30,84 aA                                              32,29 aA 

Letras minúsculas na mesma coluna comparam médias de tratamento para cada dia. Letras maiúsculas na 
linha comparam médias de dia para cada tratamento. Médias seguidas de pelo menos uma letra em 
comum não diferem em nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 
 

          Os resultados da luminosidade em folhas de manjericão, em vaso, cv. Genovese 

mostram que a interação não foi significativa, e não ocorreu diferença entre as médias 

das folhas mantidas sem refrigeração e com refrigeração a 10 °C em cada dia e nem dos 

dias em cada tratamento. 

         Com o aumento do período de armazenamento as folhas de manjericão mantidas 

sem refrigeração e a 10 °C apresentaram menor perda de brilho (L) nos dias um dois e 

três havendo decréscimo no último dia de análise. No primeiro (26,54) e último dia 

(25,06) de análise nas folhas de manjericão houve maior perda de brilho (L) quando 

comparada aos demais dias de avaliação. 

         Em todos os tratamentos houve menor brilho das folhas no quinto dia de avaliação 

(24,69 e 25,44, nas plantas sem refrigeração e a 10 °C, respectivamente), que poderia 

indicar a perda de brilho das folhas de manjericão, porém os valores são similares ao dia 

zero (26,54). A descoloração dos tecidos resultante da injúria por frio é indesejável, 

porque segundo Kays (1991) a cor é o atributo de qualidade mais atrativo ao 

consumidor e é um dos parâmetros utilizados na avaliação da qualidade após a colheita. 
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Desse modo, a refrigeração a 10 °C não influenciou o parâmetro de cor nas folhas de 

manjericão da cv. Genovese em vaso. 

 

2.3.4.4 Parâmetro de saturação de cor (Chroma) 
         Segundo McGUIRE (1992), os valores do Chroma indicam analogamente a 

intensidade ou saturação de cor. Os resultados de saturação de cor (Chroma) mostram 

que a interação não foi significativa, e não ocorreu diferença entre as médias das folhas 

de manjericão em vaso dos tratamentos em cada dia e nem dos dias em cada tratamento. 

         Nas folhas de manjericão refrigeradas a 5 °C ocorreu menor saturação de cor 

(Chroma) nos dias um (24,78) e dois (23,15) de análise. Já, a maior saturação de cor 

(Chroma) das folhas de manjericão refrigeradas a 5 °C foi observado no dia quatro 

(28,34), enquanto que nas folhas mantidas a temperatura ambiente foi no segundo dia de 

avaliação (29,44). 

         A descoloração dos tecidos pode ser devida a oxidação de compostos fenólicos 

que gerou a coloração escura nos tecidos. De acordo com Cano et al. (1990) mudanças 

bioquímicas durante o processo de armazenamento podem produzir perdas 

significativas da qualidade do produto resfriado. Em frutos e hortaliças, a cor é utilizada 

como indicador de maturação, senescência e desordens fisiológicas (INIBAP, 2002). 

Portanto, as plantas refrigeradas a 5 °C são mais favoráveis à perda de cor e em 

consequência dos sintomas de injúria por frio. 

         Durante os três primeiros dias os vasos de manjericão armazenados sem 

refrigeração apresentaram médias superiores da cor Chroma em comparação com as 

folhas refrigeradas a 10 °C, com redução no dia quatro. Em relação aos vasos mantidos 

a 10 °C ocorreu maior saturação de cor nas suas folhas (26,17) em comparação aos 

vasos à temperatura ambiente (25,64) somente no último dia de análise. 

            Quanto aos resultados referentes aos parâmetros de cor (b*, L* e Chroma) e a 

clorofila total possivelmente houve tendência na senescência das folhas de manjericão 

da cv. Genovese a partir do terceiro de armazenamento em ambos os tratamentos. 

Embora, as folhas de manjericão mantidas a 10 °C estavam sem sintomas de injúria por 

frio. 
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2.3.5 Atividade da polifenoloxidase 
 

         As folhas de manjericão cv. Genovese mantidas a 5 °C tiveram maior atividade 

enzimática quando comparado às folhas sem refrigeração (Figura 4) o que está 

relacionada ao grau de escurecimento das folhas, devido à exposição à temperatura 

capaz de promover o chilling. Esse escurecimento ocorre devido à ação catalítica da 

enzima polifenoloxidase (LIMA et al.,2000), a qual na presença de oxigênio provoca a 

oxidação de o-difenóis, presente nos tecidos. Esta reação de oxidação resulta na 

produção de o-quinonas, produzindo pigmentos marrons (YAMASHITA et al., 2000). 

         No presente estudo os distúrbios, conhecidos como danos por frio, muitas vezes 

decorrem da exposição dos vegetais a baixas temperaturas, pois as folhas de manjericão 

cv. Genovese expostas em câmara fria a 5 °C tiveram menor durabilidade e maior 

atividade de PPO, comparadas com as armazenadas em temperatura ambiente com o 

decorrer do período experimental. Segundo Stewart et al. (2001) a PPO é mais ativa em 

temperaturas mais propensas a causar injúria por frio.             

         A atividade da PPO foi máxima em folhas de manjericão no terceiro dia de 

armazenamento com o aumento da atividade de quatro vezes em relação ao dia zero. 

Em todos os tratamentos a atividade da PPO foi reduzida no último dia de 

armazenamento (Figura 4). Ao comparar-se a atividade enzimática nos dois tratamentos 

em relação à escala de escurecimento visual a partir do dia dois ambos os resultados 

foram superiores nas folhas de manjericão refrigeradas a 5 °C (Figura 4 e Quadro 1). 

Este fato leva a hipótese que, como a PPO foi mais ativa nas folhas de manjericão cv. 

Genovese em vaso a 5 °C, provavelmente foram mais suscetível ao escurecimento. 
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Figura 4. Estimativa da atividade da polifenoloxidase em folhas de manjericão da cv. 
Genovese em vaso armazenadas por 4 dias à  5 °C (    ) e a temperatura ambiente  (   ) e 
avaliadas após 2 horas a 25 °C depois da estocagem. As barras representam o erro 
padrão da média. 

          

         Houve relação positiva entre a atividade da PPO e o extravasamento de eletrólitos 

coincidindo com o aumento do escurecimento das folhas de manjericão, que pode ser 

explicada pelo fato que o “chilling” promove modificação no estado físico das 

membranas, local onde estas enzimas encontram-se inativas, permitindo que as enzimas 

tornem-se ativas ao entrar em contato com o oxigênio e os substratos fenólicos 

(UNDERHILL e CRITCHLY, 1995).           

         O comportamento da atividade enzimática coincidiu com o grau de escurecimento 

das folhas de manjericão induzido pela baixa temperatura (Figura 2 e 4). A relação entre 

escurecimento e aumento da atividade da polifenoloxidase foi descrita em várias 

espécies, incluindo batata (WALTER e PURCELL, 1980), pêssego (FLURKEY e JEN, 

1980), banana (KAHN, 1985), uva (VALERO et al., 1988), maçã (MARQUÈS et al., 

1995) e abacaxi (STEWART et al., 2001).  
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         Pongprasert e Srilaong (2007) constataram que folhas maduras de manjericão 

desenvolvem sintomas mais graves de injúria por frio que folhas jovens e têm níveis 

mais elevados de polifenoloxidase (PPO) e lipoxigenase (LOX). Shafran et al. (2007) 

encontraram variação na atividade da PPO de manjericão em relação a cultivar, idade da 

planta, e a posição das folhas de determinada planta. 

           Durante todo o período de armazenamento, o comportamento enzimático foi 

diferente entre os tratamentos, mantendo-se superior nas folhas de manjericão cv. 

Genovese em vaso mantidas a temperatura ambiente (Figura 5). Este resultado não era 

esperado, pois, segundo Stewart et al. (2001) a PPO é mais ativa sob temperaturas mais 

propensas a causar injúria por frio. Esse efeito não foi observado neste estudo, pois nas 

folhas de manjericão expostas em câmara fria a 10 °C houve maior durabilidade e 

menor atividade de PPO, comparadas com as armazenadas sem refrigeração durante 

todo o período experimental. A permanência das plantas em temperaturas mais elevadas 

acelera o processo de senescência, que implica na perda da permeabilidade da 

membrana e em consequência ocorre maior atividade da PPO. Isso pode ser evitado 

com o armazenamento em baixa temperatura, pois ocorre redução das reações 

metabólicas de folhas. 

        O crescimento em vasos de manjericão cv. Genovese manteve a atividade da PPO 

nas folhas praticamente constante com o decorrer do tempo (Figura 5). Ao comparar 

com os resultados da análise visual, os tratamentos causaram menor atividade 

enzimática efeito semelhantes em relação ao escurecimento, assim não resultando em 

nenhum dano por frio (Figura 3 e 5). 

         Segundo Antunes et al. (2003) a utilização da baixa temperatura no 

armazenamento de amoreira-preta reduziu a atividade enzimática. Comportamento 

semelhante foi obtido por Magee (1999) ao avaliar a qualidade de frutos de mirtilo 

“Jubilee” e “Climax”, refrigerados (1 ºC a 3 ºC).         
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Figura 5. Estimativa da atividade da polifenoloxidase em folhas de manjericão da cv. 
Genovese em vaso armazenadas por 4 dias à  10 °C (    ) e a temperatura ambiente  (    ) 
e avaliadas após 2 horas a 25 °C depois da estocagem. As barras representam o erro 
padrão da média.  

            De acordo com o esse presente estudo, o transporte refrigerado a 10 °C  de vasos 

de  manjericão cv. Genovese é o ideal para evitar o processo de injúria por frio e assim 

manter a qualidade e aceitação pelos consumidores. 

 

2.3.6 Atividade da peroxidase 
        

         O comportamento da POD nas folhas de manjericão cv. Genovese (Figura 6 e 7) 

mostrou que a atividade da enzima é mais elevada em folhas armazenadas em 

temperatura ambiente durante todo o experimento quando comparados aos armazenados 

em câmara fria a 5  e a 10 °C. Segundo Lagrimini e Rothstein (1987) o nível de 

expressão das POD pode ser alterado como resposta a diferentes estresses. Portanto, o 
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estresse por frio parece não influenciar a atividade da POD em folhas de manjericão cv. 

Genovese em vaso. 

         Avaliando-se estes resultados e confrontando-os com os da análise visual, foi 

impossível relacionar o escurecimento com o aumento da atividade da POD, pois, o 

processo de escurecimento, além de ter iniciado primeiro, atingiu maior grau (estágio 4) 

em folhas refrigeradas a 5 °C e não ocorreram sintomas de injúria por frio a refrigeração 

de 10 °C. Entretanto, Lagrimini e Rothstein (1987) e Lagrimini (1991) mostraram que 

as POD podem ser responsáveis pelo escurecimento induzido por estresse em diferentes 

espécies vegetais. Em trabalhos realizados com pêssego (FLURKEY e JEN, 1980), 

manga (ZAUBERMAN et al., 1988) e lichia (HUANG et al., 1990), o escurecimento 

coincidiu com o aumento da atividade da POD, durante o armazenamento sob baixas 

temperaturas. Em manjericão a enzima associada ao escurecimento foi a PPO não 

havendo aparente relação direta com a POD. 

         A temperatura ambiente houve pequena elevação na atividade enzimática no  

segundo dia de armazenamento, com posterior declínio, bem como, houve nas folhas de 

manjericão mantidas em câmara fria a 5 °C maior atividade da POD no terceiro dia de 

armazenamento (Figura 6). A razão desse aumento pode estar associado a outro tipo de 

estresse, como estresse hídrico ou reação a baixa luminosidade. Segundo Kudrev (1994) 

a redução da quantidade de água disponível as plantas também leva ao aumento da 

atividade das enzimas hidrolíticas e a redução da intensidade fotossintética o que induz 

respostas metabólicas, como o declínio na taxa de crescimento, acúmulo de solutos e 

substâncias antioxidantes e expressão de genes específicos de estresse (SINGH-

SANGWAN et al., 1994). Logo, um dos mecanismos que a célula dispõe para dismutar 

radicais livres produzidos em condição de deficiência hídrica é a ativação de enzimas 

antioxidativas, dentre elas a superóxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1), a ascorbato 

peroxidase (APX, E.C. 1.11.1.11), a catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6), peroxidase (POX 

E.C 1.11.1.7) (MITTLER, 2002).   
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Figura 6. Estimativa da atividade da peroxidase em folhas de manjericão cv. Genovese 
em vaso armazenadas por 4 dias à  5 °C (   ) e a temperatura ambiente  (   ) e avaliadas 
após 2 horas a 25 °C depois da estocagem. As barras representam o erro padrão da 
média. 

 

         A temperatura ambiente houve maior atividade da enzima mantendo-se 

praticamente constante com o decorrer do tempo de amostragem (Figura 7). 

Desempenho diferente ocorreu em frutos de mandarino, que são sensíveis ao frio, 

armazenados a 4 °C e 8 °C, durante quatro semanas aumentaram continuamente a 

atividade da POD durante esse período quando armazenados a 4 °C, enquanto que, a 10 

°C houve acréscimo na atividade da enzima nas duas semanas com subsequente declínio 

(EL-HILARI et al., 2003). 
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Figura 7. Estimativa da atividade da peroxidase em folhas de manjericão da cv. 
Genovese em vaso armazenadas por 4 dias à  10 °C (   ) e a temperatura ambiente  (   ) e 
avaliadas após 2 horas a 25 °C depois da estocagem. As barras representam o erro 
padrão da média. 

 

         Estudos com tubérculos de batata, a resposta ao armazenamento em baixas 

temperaturas, a POD reduz o peróxido de hidrogênio à água, devido a sua maior 

afinidade pelo peróxido de hidrogênio que a catalase, tendo como função a 

desintoxicação do meio (KAWAKAMI et al., 2002). Já nesse estudo observa-se que 

houve maior atividade da catalase em folhas de manjericão cv. Genovese a 10 °C e 

menor atividade da POD. 

         Nenhum padrão na atividade da POD nas folhas de manjericão cv. Genovese 

submetidas à refrigeração, independente da temperatura e do tempo de armazenamento. 

Embora essa enzima possa ser considerada um marcador bioquímico de estresse 

induzido por diferentes fatores (LIMA et al., 1999), houve outros constituintes do 

sistema antioxidativo atuando em reação aos tratamentos aplicados.      
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2.3.7 Atividade da catalase      
          

         Em plantas armazenadas em refrigeração, os níveis elevados de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) foram detectados, particularmente, os níveis de peróxido de 

hidrogênio. Os antioxidantes e enzimas antioxidantes protegem contra estas moléculas 

potencialmente perigosas. A SOD converte radicais superóxido em peróxido de 

hidrogênio e CAT converte o peróxido de hidrogênio em água e oxigênio (Lee e Lee, 

2000). 

         Ao comparar-se o comportamento dos tratamentos em relação à atividade da CAT 

das folhas de manjericão cv. Genovese, em vaso, houve acréscimo na atividade 

enzimática no terceiro dia de armazenamento (46,2 e 74,3% nos tratamentos sob 

refrigeração a 5 °C e sem refrigeração, respectivamente) em relação ao dia dois  (Figura 

8). Assim como, foi observado acréscimo na atividade da enzima de 54% nos vasos  

refrigerados a 10 °C, no dia quatro de armazenamento em relação aos vasos mantidos a 

temperatura ambiente (Figura 9), indicando que ocorreu maior tendência de estresse 

oxidativo. A atividade da CAT foi associada ao desenvolvimento dos sintomas de 

injúria por frio, como o estresse oxidativo, por isso a remoção do peróxido de 

hidrogênio pela CAT parece estar diretamente envolvida com a regulação da resposta 

deste estresse nas plantas (SALA, 1998).                       

         Os resultados dos efeitos dos tratamentos sobre a atividade da enzima, juntamente 

com os resultados da análise visual e o extravasamento de eletrólitos revelam a 

descoloração dos tecidos e o grau de rompimento das membranas, respectivamente, 

evidenciando os sintomas visuais de injúria por frio, que coincidiu com o aumento da 

atividade enzimática, possivelmente, confirmando a hipótese de que o acréscimo na 

atividade da CAT pode continuar com a peroxidação de lipídios das membranas. A 

CAT também apresenta atividade peroxidativa, podendo utilizar H2O2 na oxidação de 

substratos orgânicos e causar a peroxidação dos lipídeos das membranas 

(SCANDALIOS, 1993). 

         A CAT é responsável pela inativação do H2O2 formado durante a conversão do 

glicolato a glioxalato que ocorre durante a fotorrespiração, onde o peróxido é convertido 

pela enzima a H2O e O2 (IGAMBERDIEV e LEA, 2002). A CAT pode também 
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decompor o peróxido formado durante a oxidação de ácidos graxos nos glioxissomos 

em tecidos de armazenamento de gordura (HOLTMAN et al., 1994). A enzima é 

preferencialmente encontrada nos peroxissomos, mas também podem estar presentes em 

mitocôndrias e no citoplasma (MONTAVON et al., 2006), os cloroplastos não possuem 

a enzima (ASADA, 1999). 

Figura 8. Estimativa da atividade da catalase em folhas de manjericão da cv. Genovese 
em vaso armazenadas por 4 dias à  5 °C (  ) e a temperatura ambiente  (   ) e avaliadas 
após 2 horas a 25 °C depois do armazenamento. As barras representam o erro padrão da 
média. 

 

         T.Wonsgsheree et al. (2009) sugeriram que a maior sensibilidade a danos por frio 

em folhas madura em comparação com folhas jovens de manjericão limão foi 

relacionado com a atividade superior de LOX e com atividade menor da CAT nas folhas 

maduras. Este resultado indica que, pelo menos, a atividade da CAT pode ser um fator 

que determina a maior tolerância ao chilling em folhas jovens. Resultado semelhante foi 

obtido em folhas de Saintpaulia (violeta africana), onde as cultivares que eram menos 

sensíveis a injúria por frio tiveram maior nível de SOD e CAT (YANG et al., 2001). Da 
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mesma forma, a aclimatação pelo frio em folhas de arroz foi relacionada ao aumento 

dos valores de CAT e ascorbato peroxidase (KUK et al., 2003). Adicionalmente, as 

plantas de arroz com superexpressão da CAT mostraram melhora na tolerância ao 

chilling (MATSUMURA et al., 2002) . 

         No primeiro e segundo  dia  de armazenamento, houve menor atividade da CAT 

nas folhas de manjericão mantidas a 10 °C, enquanto que as folhas armazenadas sem 

refrigeração tiveram maior atividade enzimática (Figura 9). 

         Quanto aos efeitos dos tratamentos sobre a atividade da CAT, relacionando-os 

com os resultados da análise visual, os vasos armazenados a 10 °C estavam sem 

sintomas de injúria por frio nas folhas de manjericão, portanto não houve similaridade 

com o aumento da atividade da CAT, nos dias dois, três e quatro. Já, ao comparar o 

extravasamento de eletrólitos e a atividade da CAT, houve conformidade entre os seus 

resultados nos vasos mantidos a 10 °C no dia dois, indicando maior tendência na 

peroxidação lipídica das membranas nesse dia. 
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Figura 9. Estimativa da atividade da catalase em folhas de manjericão da cv. Genovese 
em vaso armazenadas por 4 dias à  10 °C (  ) e a temperatura ambiente  (   ) e avaliadas 
após 2 horas a 25 °C depois do armazenamento. As barras representam o erro padrão da 
média.           

 
          Møller (2001) sugeriu que a defesa da planta contra o estresse oxidativo é 

conseguida de duas maneiras. A primeira é pela ativação de expressão de genes que 

codificam proteínas envolvidas na redução da ativação de ROS, tais como oxidase 

alternativa (AOX). A segunda defesa contra o estresse oxidativo é por indução da 

atividade ou a expressão gênica de sequestradores de ROS, dentre as enzimas 

antioxidantes estão a catalase (CAT). Maior atividade enzimática do sistema 

antioxidante leva à redução de ROS, melhorando a integridade da membrana e, 

finalmente,  induz a resistência  de estresses abióticos, como a injúria por frio 

(MITTLER, 2002). A atividade da CAT pode ser um parâmetro marcador de 

degeneração, dos tecidos escurecidos e extravasamento de eletrólitos. Este fato leva a 

hipótese que o aumento na atividade da CAT em folhas de manjericão cv. Genovese 

pode ser uma tendência na melhora da integridade da membrana reduzindo assim o 

extravasamento de eletrólitos dos tecidos e em consequência impede os danos por frio.  

         Yang et al. (2011) relataram que o tratamento de pêssego com ácido gama amino 

butírico (GABA) reduziu a injúria por frio, aparentemente porque este tratamento 

aprimora a atividade antioxidante superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

peroxidase da glutationa (GPX), glutationa S-transferase (GST), peroxidase do 

ascorbato (APX), redutase do desidroascorbato (DHAR) e atividades redutase do 

monodesidroascorbato (MDHAR).  

         O presente estudo mostrou que o transporte refrigerado a 10 °C por até quatro dias 

pode ser viável para os vasos de manjericão cv. Genovese, pois as folhas permaneceram 

com as suas qualidades visuais durante o período de armazenamento. Assim, pode 

chegar ao destino final com características desejáveis pelos consumidores. 
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2.4 CONCLUSÕES  
 

         O manjericão cv. Genovese em vaso armazenado a 10 °C teve maior qualidade 

durante o período de conservação (4 dias), evidenciado pela menor atividade 

enzimática, escurecimento e sintomas de injúria por frio.  

         Ao longo dos dias de análise os teores de clorofilas totais, parâmetro de cor a*, b* 

e Chroma mantiveram constantes em folhas de manjericão refrigeradas e a temperatura 

ambiente. 

         O aumento da atividade da CAT em folhas mantidas a 5 °C coincidiu com o 

aumento dos sintomas de injúria por frio.  

         O incremento da atividade da PPO foi superior ao da POD, possivelmente houve 

maior influência desta enzima no escurecimento em folhas de manjericão cv. Genovese 

quando refrigeradas a 5 °C. 
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3. CAPÍTULO 2 - PURIFICAÇÃO PARCIAL E CARACTERIZAÇÃO DA 
ENZIMA POLIFENOLOXIDASE EM MANJERICÃO cv. GENOVESE 

 

RESUMO 

         Em manjericão, observam-se sintomas de injúria por frio e escurecimento devido 

ao armazenamento em baixas temperaturas, o que limita a sua vida sua pós-colheita. Em 

muitas espécies, tem sido observada relação entre a atividade da enzima polifenol 

oxidase (PPO) com escurecimento de hortaliças resfriadas em temperaturas 

inadequadas. Por isto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a atividade 

da enzima PPO em manjericão, sob diferentes condições de pH, temperatura e uso de 

diferentes inibidores, determinando as condições ótimas na atividade e formas possíveis 

de inativá-las. Realizou-se a saturação dos extratos brutos da folha com quantidades 

crescentes de sulfato de amônio, entre 20 e 80%. Maior atividade foi encontrada quando 

o extrato foi saturado de 60 a 80% com sulfato de amônio e a reação se processou com 

catecol 10 mM como substrato, pH 6,5 e temperatura de 30 °C. A temperatura de 50 °C 

reduziu em 65% a atividade da PPO, não sendo possível a inativação, enquanto que a 60 

°C por 10 min de exposição foram suficientes na redução de 80% na atividade 

enzimática. Sua inativação ocorreu a partir dos 80 minutos de pré-incubação do extrato 

em tampão com pH 2,5 a 25 °C ou com a utilização de ácido ascórbico, ditioeitrol 

(DTT) e L-cisteína levando a 100% de inibição, seguido pelo tropolone, agente inibidor 

específico, com cerca de 98% de inibição. A enzima apresentou maior atividade em pH 

6,5, temperatura de 30 °C e com catecol como substrato. Sua inativação completa foi 

observada com pré- incubação em pH ácido, altas temperaturas e diferentes inibidores. 
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3.1 INTRODUÇÃO 
         As ervas aromáticas e medicinais da família Lamiaceae, como o manjericão 

(Ocimum basilicum L.), são conhecidos por serem fontes ricas em compostos 

polifenólicos, particularmente os ácidos fenólicos (CAPECKA, MARECZEK, e LEJA, 

2005; ZGÓRKA e GLOWNIAK, 2001) que contribuem numa forte capacidade 

antioxidante (SHAN et al., 2005; SURVESWARAN et al., 2007; LEE e SCAGEL, 

2009, 2010). 

         Evidências epidemiológicas sugerem que dietas ricas em frutas e hortaliças estão 

associadas à redução do risco de várias doenças devido a propriedades antioxidantes dos 

fitoquímicos, diminuindo assim, o estresse oxidativo em humanos (ZHANG  

et al., 2013). Antioxidantes tem efeito protetor contra a ocorrência de doenças 

cardiovasculares e certos tipos de câncer ( GROSS, 2004; NEUHOUSER , 2004).   

          O manjericão fresco é altamente perecível, com um tempo de armazenamento de 

4 a 5 dias à temperatura ambiente (CANTWELL e REID, 2002). 

Por ser de origem tropical, o manjericão apresenta sintomas de injúria por frio quando 

armazenado em temperaturas inferiores a 12 °C. As folhas injuriadas pelo frio 

apresentam lesões escuras, seguido de degeneração e senescência (LANGE e 

CAMERON, 1994 ). 

          As enzimas peroxidases e polifenoloxidase estão relacionadas ao escurecimento 

enzimático de frutos e hortaliças submetidos à injúria por frio (MARQUÈS et al., 1995; 

LAGRIMINI et al., 1997), visto que baixas temperaturas, que causam injúria por frio, 

também induzem o estresse oxidativo em vegetais (PURVIS e SHEWFELT, 1993). Em 

trabalhos realizados com abacaxi, mandarino e plantas de arroz (GONÇALVES et al., 

2000; EL HILARI et al., 2003; KUK et al., 2003) foi observado aumento na atividade 

das enzimas peroxidases e polifenoloxidase quando ocorre o chamado chilling. 

         De acordo com o substrato, as polifenoloxidases (PPO, EC 1.14.18.1) podem ser 

designadas como fenolase, catecolase, cresolase ou difenoloxidase. Polifenoloxidase 

(PPO) é uma enzima que contém cobre e com um centro de cobre dinucleares, catalisa a 

hidroxilação de monofenol no seu correspondente orto-difenol (hidroxilação ou 

atividade monofenolase) e também a oxidação do orto-difenol ao correspondente orto- 
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quinonas (atividade difenolase , EC 1.10.3.1), na presença de oxigênio molecular, que 

são polimerizados a pigmentos (GAO , HAN , e XIAO , 2009). A PPO utiliza como 

substratos os compostos fenólicos e o oxigênio molecular (MAYER, 2006). As reações 

subsequentes das quinonas levam a acumulação de melanoidina, que é o pigmento 

causador do escurecimento nos tecidos vegetais (BARBAGALLO, CHISARI, e 

PATANÉ, 2012). 

         PPO é descrita como uma proteína hidrófila com uma cauda hidrófoba curta que 

ancora a enzima na membrana (MARQUES et al., 1994). Como uma enzima de 

cloroplastos em plantas superiores, geralmente, está localizado na membrana de 

tilacoide (ZAWISTOWSKI et al., 1991), enquanto os substratos fenólicos estão 

localizados nos vacúolos. A enzima também pode existir livre no citoplasma em tecidos 

degenerados e senescentes como em frutos maduros (FLURKEY e JEN, 1978). O nível 

de PPO na planta é dependente da espécie, cultivar, maturidade e idade (VAMOS-

VIGYAZO, 1981). A PPO tem grande heterogeneidade acerca do substrato específico, 

sensibilidade a inibidores, pH ótimo, latência, inativação térmica, número de isoformas 

e massa molecular (MAYER e HAREL, 1979). 

         O grau de escurecimento depende da natureza e da quantidade de compostos 

fenólicos, da presença de oxigênio, das substâncias reduzidas , dos íons metálicos, do  

pH, da temperatura e da atividade da polifenoloxidase (YORUK e MARSHALL, 2003). 

O escurecimento afeta a aceitabilidade do produto pelo consumidor e é uma das 

principais causas de perda de qualidade (MARTÍNEZ e WHITAKER, 1997), uma vez 

que a cor é um atributo de qualidade de frutas e hortaliças. 

         Objetivou-se com o presente trabalho purificar parcialmente e caracterizar a 

enzima polifenoloxidase envolvida na injúria por frio em folhas de manjericão cv. 

Genovese, pelo estabelecimento das condições ótimas na atividade da PPO, e inativação 

da enzima. 
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3.2 MATERIAL E MÉTODOS  
      

         Sementes de manjericão cv. Genovese foram semeadas diretamente em vaso,  

volume de 3 litros, contendo substrato comercial, na casa de vegetação da Universidade 

Federal de Viçosa (UFV), no mês de outubro do ano 2013. Os experimentos foram 

realizados no Laboratório de Pós-Colheita do Departamento de Fitotecnia da UFV, 3 

meses após a semeadura, nos meses de janeiro a fevereiro de 2014. 

 

3.2.1 Extração e purificação parcial da polifenoloxidase  
 

         Na obtenção do extrato enzimático, 10 g de material vegetal foi homogeneizado 

em 50 mL de tampão de extração. A composição do tampão de extração foi: tampão 

fosfato 0,1 M pH 6,5 + 1% Polivinilpirrolidona (PVP) + 1% Triton X-100 + 10mM 

ácido ascórbico. 

          Após isso, o homogeneizado foi centrifugado a 17.000 g durante 30 minutos, a 4 

ºC. Uma alíquota do sobrenadante foi armazenada (extrato bruto) e o restante saturado 

para 20%, 40%, 60% e 80% com sulfato de amônio, via homogeneização por 30 min 

em banho de gelo e posterior centrifugação, para cada etapa. Os sobrenadantes foram 

descartados e o sedimento resultante de cada etapa de saturação foi ressuspenso com 2 

mL de tampão de diálise e dialisado por 15 h em membranas de celulose modelo D-

9777 da Sigma. A composição do tampão de extração foi: tampão fosfato 0,01 M pH 

6,5 + 100 mM ácido ascórbico. Todas as centrifugações foram realizadas a 4 °C e 

17.000 g por 30 min. 

          As determinações da quantidade de proteína presente nos referidos extratos foram 

feitas pelo método de Bradford (1976), usando soro albumina bovino (BSA) como 

padrão.  

         As diferentes frações de saturação com sulfato de amônio foram avaliadas na 

determinação da maior atividade específica e, estas foram utilizados nas avaliações 

posteriores de pH, temperatura e inibidores. 
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3.2.2 Determinação da atividade enzimática da polifenoloxidase  
 

         Na determinação da atividade enzimática da polifenoloxidase foi adicionada uma 

alíquota de extrato enzimático ao meio de reação contendo 0,5 mL de 10 mM de catecol 

e 0,5 mL de tampão fosfato a 0,1 M (pH 6,5) totalizando o volume total da reação de 

1,5 mL. O branco apresentou todos os componentes do meio de reação, exceto o extrato 

enzimático, que foi substituído por água. A atividade enzimática foi analisada em 

espectrofotômetro, observando-se a variação na absorbância em comprimento de onda 

de 420 nm a 25 ºC e expressa em UA/min/mg de proteína (KAVRAYAN e AYDEMIR, 

2001).  

 

3.2.3 Determinação do substrato ótimo para a polifenoloxidase  
 

         Na determinação do substrato que proporcionou maior atividade enzimática na 

fração com saturação com sulfato de amônio da polifenoloxidase, diferentes substratos 

foram testados: Catecol (420 nm), 4-metil-catecol (420 nm), pirocatequina (420 nm), 

ácido clorogênico (420 nm), ácido cafeíco (400 nm), L-dopa (480 nm), L-tirosina (420 

nm), pirogalol( 420 nm). A concentração de 10 mM de cada substrato foi adicionada ao 

meio de reação e a atividade enzimática determinada em espectrofotômetro. O substrato 

que proporcionou maior atividade foi considerado como 100% de atividade relativa e 

foi utilizado nos ensaios subsequentes (GAWLIK-DZIKI et al., 2008).  

 

3.2.4 Determinação do pH ótimo para a atividade da polifenoloxidase  
  

         Na determinação do efeito do pH na atividade da polifenoloxidase, diferentes 

soluções-tampão de reação foram utilizadas à concentração de 0,1 M: ácido cítrico (pH 

2,5 a 5,5), tampão fosfato (pH 6,0 a 7,5) e ácido bórico (pH 8,0 a 9,0). Os pHs foram 

corrigidos utilizando NaOH e HCl a 1M. A atividade relativa foi considerada como 

100% no pH ótimo de reação, e a atividade nos demais pHs foi calculada com base 

nessa (NEVES, 2003).  
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3.2.5 Estabilidade da polifenoloxidase em função do pH  
 

          Na análise da estabilidade da enzima sob condições extremas de pH, foram feitas 

pré-incubações do extrato enzimático em soluções-tampão em que a enzima apresentou 

baixa atividade, na verificação da possibilidade de inativação da mesma. Para isso o 

extrato enzimático foi incubado (1:1) em solução tampão 0,1 M em pHs 2,5 e a 9,0 por 

um período de 0 a 120 minutos, sendo retiradas amostras a cada 10 minutos (NEVES, 

2003). A pré-incubação foi realizada a 25 ºC e em banho de gelo (4 ºC) e a atividade 

relativa foi determinada utilizando o tampão com pH ótimo de reação para a enzima e 

temperatura de 25 ºC. Atividade relativa de 100% foi considerada na ausência da pré-

incubação e ao longo da pré-incubação a atividade foi calculada com base nesta.  

 

3.2.6 Determinação da temperatura ótima para a atividade da 
polifenoloxidase  

   

        Na determinação da temperatura ótima para a atividade, os extratos enzimáticos e o 

tampão de reação foram incubados, por 4 minutos, em temperaturas que variaram de 10 

a 60 ºC, em intervalos de 10 ºC e imediatamente foi efetuada a leitura em 

espectrofotômetro na mesma temperatura da incubação (NEVES, 2003). Na temperatura 

ótima, a atividade relativa foi considerada como 100%, e a atividade nas demais 

temperaturas foi calculada com relação a esta. 

 

3.2.7 Estabilidade térmica da polifenoloxidase  
   

         Na avaliação da estabilidade térmica, o extrato enzimático foi incubado com o 

tampão fosfato a 50 e 60 ºC por 10 minutos, sendo retiradas amostras ao longo do 

período de incubação. Após, retirada do banho-maria, as amostras foram rapidamente 

resfriadas em banho de gelo (4 ºC), por 30 minutos, e posteriormente, determinada a 

atividade relativa em temperatura ambiente (NEVES, 2003). Atividade de 100% foi 

considerada na ausência da pré-incubação e ao longo dos períodos de pré-incubação a 

atividade foi calculada em relação a esta.  
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3.2.8 Efeito de inibidores na atividade da polifenoloxidase 

 

         Na verificação do efeito de diferentes inibidores sobre a atividade da PPO, os 

extratos enzimáticos foram incubados por 30 minutos a 25 °C, em tampão de reação 

contendo 1mM de EDTA, L-cisteína, metabissulfito de sódio, ditioeitrol (DTT), ácido 

ascórbico e sulfito de sódio. Na ausência de inibidores, a atividade foi considerada 

como 100% e as demais foram calculadas com base nessa.  

 

 

3.2.9 Análise Estatística 

         O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 4 

repetições, os dados foram submetidos a análises estatísticas descritivas da média e o 

erro padrão da média foi calculado.  
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.3.1 Purificação parcial da polifenoloxidase 

 

          A fração enzimática na qual a PPO manteve maior atividade foi a saturada entre 

60 e 80% com sulfato de amônio (Tabela 1). Quando se comparou a atividade específica 

encontrada no extrato saturado de 60 a 80% com a do extrato bruto, nesta ocorreu um 

aumento de 166% com a saturação. Este aumento foi considerado relevante na 

realização das etapas posteriores do trabalho, na concentração da PPO e eliminação de 

compostos moduladores e substratos.  

          Em trabalho realizado por Prabha e Patwardhan (1982) com mangas, mais de 

90% da enzima presente no material foi precipitada com a saturação de 70 a 80% com 

sulfato de amônio. Oktay et al. (1995) trabalhando com maçãs, encontraram maior 

atividade da PPO apenas na fração enzimática saturada a 80%. Estes resultados são 

semelhantes ao presente estudo. 

Tabela 1- Atividade da polifenoloxidase após saturação do extrato bruto de manjericão 
da cv. Genovese com diferentes porcentagens de sulfato de amônio (SA) 

SA (% sat) UA.mim-¹ .mL-¹ mg proteína.mL-¹ UA.mim-¹.mg -¹ proteína 

0 6,634 0,2218 29,90982867 

0-20 4,8 1,5081 3,182812811 

20-40 11 0,7936 13,8608871 

40-60 4,2 0,1273 32,99293009 

60-80 6,28 0,079 79,49367089 

 

         O objetivo da purificação é reter o máximo possível da enzima que se quer 

purificar e eliminar também o máximo possível de outras proteínas, ácidos nucleicos e 

outras substâncias (SEGEL, 1979). A utilização de sulfato de amônio permite separar 

facilmente cerca de 75% das proteínas presentes na solução, uma soma razoável de 

purificação para um processo rápido e simples como esse (COOPER, 1977, apud 
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NEVES, 2003). Algumas propriedades da proteína são utilizadas nos procedimentos de 

separação como: solubilidade, carga iônica, volume hidrodinâmico, tamanho molecular 

e especificidade de ligação com outras moléculas biológicas (VOET  et   al., 2002).   

         A adição de um sal em grandes quantidades precipita seletivamente algumas 

proteínas (NELSON e COX, 2006). A medida que altas concentrações de sal são 

adicionadas à solução, a solubilidade da proteína vai decrescendo, devido a competição 

por moléculas de água pelo sal adicionado e por outros solventes dissolvidos. Altas 

concentrações de sal levam a grande quantidade de íons solvatados e pouco solvente 

sobra para dissolver as proteínas, levando a precipitação da mesma (VOET et  al., 

2002). 

         Com a purificação parcial da polifenoloxidase, seguida de diálise, usando a fração 

de 60 a 80%, houve a caracterização enzimática, analisando os efeitos do pH, da 

temperatura e dos inibidores sobre o comportamento da enzima.  

 

3.3.2 Determinação do substrato ótimo para a polifenoloxidase parcialmente 

purificada (60-80% de sulfato de amônio) de manjericão da cv. 

Genovese  
 

         Na verificação da especificidade de substrato da PPO com manjericão da cv. 

Genovese, substratos monofenólicos (L-tirosina) e difenólicos (catecol, 4-metil-catecol, 

pirocatequina, L-dopa, ácido clorogênico, ácido cafeíco, pirogalol) na concentração de 

30 mM foram testados. O substrato que proporcionou maior oxidação pela PPO foi o 

catecol, seguido pela pirocatequina e 4-metil-catecol, enquanto a enzima foi incapaz de 

oxidar L-tirosina, que é um substrato monofenólico (Figura 1). Um dos pré-requisitos 

na escolha do substrato foi a alteração da cor da solução, no momento da reação e logo 

após, diante disso houve a estabilidade dos mesmos. Assim, o substrato de maior 

afinidade e estabilidade com a PPO, foi o catecol.  
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Figura 1. Efeito de diferentes substratos (30 mM) sobre a atividade da enzima 
polifenoloxidase de folhas de Ocimum basilicum L. da cv. Genovese. As barras verticais 
representam o erro padrão da média. 
          

        A utilização de L-tirosina (monofenol) como substrato foi ineficiente (Figura 1), 

possivelmente houve falta da atividade da enzima cresolase que catalisa a hidroxilação 

de monofenóis para difenóis. O mesmo também foi encontrado em alface (GAWLIK-

DZIKI et al., 2008), hastes e folhas de Ferula sp. (ERAT et al., 2006), raízes de banana 

(WUYTS et al., 2006), castanha (XU et al., 2004), feijão (NAGAI e SUZUKI, 2003), 

abacate (GÓMEZ-LOPEZ, 2002), Mentha piperita (KAVRAYAN e AYDEMIR, 2001), 

pera (GAUILLARD e RICHARD-FORGET, 1997), raízes de Aranda ‘Christine 130’ 

(HO,1999), frutos de mirtilo (KADER et al., 1997), manga (PRABHA e 

PATWARDHAN, 1982) e banana (GALEAZZI e SGARBIERI, 1981). 

         A PPO de cogumelo, batata e fava, catalizam ambas a hidroxilação de monofenóis 

e a oxidação de orto-difenóis. A PPO presente em folha de manjericão teve 

especificidade por catecol, demonstrando atividade para substrato o-difenóis, como 

reportado para PPO de outras plantas como alcachofra, e nenhuma atividade para 
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monofenóis, caracterizando-se, portanto, como uma catecolase. Segundo Zawistowski et 

al. (1991) são comuns extratos enzimáticos que não ocorrem atividade da 

monofenolase. Estes resultados são consistentes com outros estudos indicando que o-

difenol, como 4-metil-catecol, catecol, são substratos muito eficientes para difenolases 

de várias origens. A razão da atividade da difenolase: monofenolase varia com a planta, 

mais a difenolase, geralmente, é 5 a 10 vezes maior que a monofenolase (VAMOS-

VIGYAZO, 1981). Muitos fatores afetam a cinética da reação catalisada por enzimas 

como a concentração do substrato, concentração da enzima, ativadores, inibidores, 

temperatura, pH e força iônica (POLESEL et al., 2010). 

                      

3.3.3 Determinação do pH ótimo para a atividade da polifeonoloxidase 

          

         Maior atividade da polifenoloxidase foi encontrada quando o meio de reação 

utilizado foi o tampão fosfato com pH 6,5 (Figura 2). Este resultado foi semelhante ao 

da maioria das pesquisas, realizadas com diferentes espécies, causaram máxima 

atividade da PPO em valores de pH próximos ao neutro. Em frutas de atemóia, o pH 

ótimo foi de 5,6-6,5 (RODRIGUES CHAVES et al., 2011), alface 6,8 (GAWLIK-

DZIKI et al., 2007), lichia 6,5 (SUN et al., 2008), brócolis 5,72 (GAWLIK-DZIKI et 

al., 2007), batata baroa 7,5 (MENOLLI, 2006), raiz de banana 7,0 (WUYTS et al., 

2006) , frutos de Sclerocarya birrea subsp. Caffra 7,0 (MDLLULI, 2005), castanha 5,0 

(XU et al., 2004), frutas de nêspera 6,5 (DINCER et al., 2002), Mentha piperita 7,0 

(KAVRAYAN e AYDEMIR, 2001), polpa de banana 6,5 (YANG et al., 2000), 

morango 5,3 (SERRADELL et al., 2000), batata 6,8 (DUANGMAL E APENTEN, 

1999), raízes áreas de Aranda ‘Christine 130’ 7,0 (HO, 1999), Anethum graveolens L. 

7,0 (ARSLAN e TOZLU, 1997) e maçã “Anna” 5,4 (TREJO-GONZALEZ e SOTO-

VALDEZ, 1991).  

         Gomes et al (2001) trabalhando com nove cultivares de feijão (Phaseolus vulgares 

L.) a PPO houve atividade máxima em pH 7,2 sobre o catecol. Já trabalhos realizados 

com batata-doce, demonstraram que o pH ótimo foi em solução de pH 7,0 (PATIL e 

ZUCKER, 1965). Trabalho realizado com pêssego, na determinação da atividade da 
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PPO houve maior afinidade com catecol em pH 6,2 (TORALLES et al., 2010). Em 

trabalhos realizados com hortelã (Mentha arvensis) avaliando diferentes substratos em 

intervalos de pHs 5,5 a 7,0, o pH ótimo na atividade da PPO com o substrato catecol foi 

6,5, resultado semelhante ao encontrado neste trabalho com folhas de manjericão da cv. 

Genovese. 

         O resultado do pH na PPO de manjericão indicou que a enzima ficou estável 

dentro da faixa de pH entre 6 e 7 (Figura 2), retendo mais de 80 % da sua atividade . Por 

outro lado, a enzima foi instável e inativa quando estava nos extremos, sob pH 9,0, 

houve  redução de 87,4% da atividade em comparação com o pH ótimo. Essa redução 

foi ainda maior sob pH 2,5 com redução de 94,3% (Figura 2). A PPO de frutos de 

Sclerocarya birrea subsp. Caffra (MDLULI, 2005) e Clocasia esculenta e Solanum 

tuberosum var. Romano (DUANGMAL e APENTEN, 1999) tiveram baixas atividades 

sob pHs menores que 4,0, enquanto que feijão Mungo, não foi encontrada atividades em 

pHs abaixo de 4,0, devido à instabilidade dessa enzima nessas condições (SHIN et al., 

1997).  

         Alteração da atividade enzimática com a variação do pH ocorre devido a mudança 

na protonação de grupos essenciais do sítio ativo da enzima e/ou de seus próprios 

substratos (SEGEL, 1979). A maioria das enzimas é ativa em um estreito intervalo de 

pH, devido a uma combinação de fatores como: a ligação do substrato à enzima, o 

estado de ionização dos resíduos de aminoácidos envolvidos na atividade catalítica da 

enzima, a ionização do substrato e a variação da estrutura da proteína (significativo em 

valores extremos de pH) (VOET et al., 2002). 
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Figura 2. Efeito do pH no meio de reação sobre a atividade da enzima polifenoloxidase 
de manjericão cv. Genovese. As barras verticais representam o erro padrão da média. 

 

         Um valor de pH adequado, é essencial para PPO alcançar a atividade máxima, 

pode variar devido a propriedades genéticas (variedade), natureza do substrato fenólico, 

método de extração (DUANGMAL e APENTEN, 1999), estágio de maturidade, pureza 

da enzima e forma da isoenzima (ZAWISTOWSKI et al., 1991). Segundo Mayer e 

Harel (1981) o pH ótimo da PPO também está relacionado com a sua localização 

subcelular e idade do tecido. Nkya et al. (2003) encontraram em Chrysanthemum 

coronarium L., que o pH ótimo varia com o substrato fenólico utilizado, sendo de 4,0 

para ácido clorogênico e 8,0 para (-)epicatequina. 

 

3.3.4 Estabilidade da polifenoloxidase em função do pH 

         O comportamento da PPO em pH 9,0 com pré-incubação em temperatura 

ambiente ou gelo, foi diferente do verificado em pH 2,5. Isto porque, não houve redução 

drástica na atividade da enzima nas duas condições de pré-incubação. A queda da 
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atividade em pH 9,0 nas duas temperaturas não foi acentuada com 10 minutos de pré-

incubação, e a estabilidade ocorreu durante todo período (Figura 3).  

 

Figura 3. Efeito do tempo de pré-incubação em pH 9,0, a 4 e 25 °C, sobre a atividade 
da polifenoloxidase de  manjericão da cv. Genovese, avaliados em pH 6,0 e a 
temperatura de 25 °C. As barras verticais representam o erro padrão da média. 

 

           PPO de Mentha piperita também se mostrou mais estável sob pHs básicos do que 

em ácidos, sendo que a incubação por 30 minutos, em pH 9,0, levou à perda de 33% da 

atividade (KAVRAYAN e AYDEMIR, 2001), assim como em frutos de quiabo, em que 

apenas uma redução de 10% foi observada após os 120 minutos de pré-incubação no 

mesmo pH (NEVES, 2003). Resultado similar foi encontrado em morango 

(SERRADELL et al., 2000), em ave-do-paraiso (KARSTEN, 2009) e em mandioca in 

natura (RAMOS, 2011) onde, em pH 9 foi verificada leve redução da atividade da PPO. 

         A pré-incubação do extrato em tampão com pH 2,5, a 25 °C, a partir dos 80 

minutos, promoveu redução significativa na atividade da enzima polifenoloxidase em 
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relação à atividade máxima em pH 6,5 (Figura 4). Não houve o mesmo comportamento 

da enzima quando pré-incubada em pH 2,5, a 4 °C, quando foi mantida a atividade até 

os 120 minutos (Figura 4).  Com temperatura de pré-incubação de 25 °C o pH ácido 

reduziu a atividade da PPO, mas não o suficiente para inativá-la completamente. 

 

Figura 4. Efeito do tempo de pré-incubação em pH 2,5, a 4 e 25 °C, sobre a atividade 
da polifenoloxidase de manjericão da cv. Genovese, avaliados em pH 6,0 e a 
temperatura de 25 °C. As barras verticais representam o erro padrão da média. 

 

         Em trabalho realizado por Zemel et al. (1990), a incubação do extrato de maçã, 

por 20 minutos em pH 2,5, promoveu pequena redução da atividade da PPO, mas 

quando o tratamento foi prolongado por até 3 horas, a enzima foi praticamente 

inativada, ocorrendo somente 12% de atividade. 

         Amostras pré-incubadas em pH 9,0 ao retornarem para condições de ótima 

atividade (pH 6,5) tiveram capacidade de retornar a atividade (Figura 3). O mesmo não 

foi observado com as amostras pré-incubadas em pH 2,5 a 25 °C, que devem ter sofrido 
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danos irreversíveis (Figura 4). Somente a utilização de valores de pHs ácidos 

possibilitou resultados satisfatórios na inibição da atividade da polifenoloxidase em 

Strelitzia reginae (KARSTEN, 2009), resultado semelhante ao desse trabalho, devido a 

sua alta instabilidade nessas condições. Não foi testado o efeito do pH superior a 9,0 

sobre a atividade da PPO porque segundo Soderhall (1995) há ocorrência de oxidação 

espontânea do substrato enzimático em pHs elevados, assim os resultados em pH 

superior a 9,0 não seriam confiáveis. 

         

3.3.5 Determinação da temperatura ótima para a atividade da 

polifenoloxidase  

         Na determinação da temperatura ótima sobre a atividade da PPO, temperaturas 

entre 10 e a 70 °C foram avaliadas, foi utilizado tampão fosfato de sódio com pH 6,5.  A 

PPO teve pico de atividade máxima em temperatura de 30 °C, representando aumento 

de 82% em relação a sua atividade a 60 °C (Figura 5). Uma temperatura adequada é 

necessária para conseguir a atividade enzimática máxima. Temperaturas maiores que 30 

°C induziram a redução gradativa da atividade, com perda total de sua função catalítica 

a partir de 70 °C. 
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Figura 5. Efeito de diferentes temperaturas sobre a atividade da enzima 
polifenoloxidase de manjericão da cv. Genovese. As barras verticais representam o erro 
padrão da média. 

 

         De acordo com a literatura, as maiorias das PPOs tiveram temperatura ótima, 

dentro dessa faixa encontrada em manjericão da cv. Genovese. Em berinjela, a máxima 

atividade foi encontrada em 30°C, mais aproximadamente 80% da atividade é mantida 

entre 0-40 °C (CONCELLÓN et al., 2004). PPO de frutas Pouteria sapota teve sua 

temperatura ótima a 35-45 °C (PALMA-OROZCO et al., 2011), frutas de atemóia 28 

°C (RODRIGUES CHAVES et al., 2011), pimenta 30 °C (ARNNOK et al., 2010), 

alface manteiga 35 °C (GAWLIK-DZIKI et al., 2008), lichia 35 °C (SUN et al., 2008), 

Ferula SP. 25 °C (ERAT et al., 2006), batata baroa 30 °C (MENOLLI, 2006), quiabo 31 

°C (NEVES, 2003), Mentha piperita 30 °C (KAVRAYAN e AYDEMIR, 2001), taro 30 

°C, batata 25 °C (DUANGMAL e APENTEN, 1999) e pêssego 37 °C (JEN e 

KAHLER, 1974).  
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         Toralles et al. (2005) em trabalho realizado com termo-desnaturação da PPO em 

pêssego, variedade Granada, usando o catecol como substrato, demonstrou que a 

atividade diminuiu rapidamente com temperaturas superiores a 55 °C, já em manjericão 

da cv. Genovese houve redução na atividade a 50 °C de 65% em relação a 30 °C (Figura 

5). 

 

3.3.6 Estabilidade térmica da polifenoloxidase 

 

         O tempo de incubação necessária na possível inativação da PPO, as temperaturas 

de 50 e 60 °C, foi realizada a pré-incubação dos extratos por 10 minutos, sendo retiradas 

amostras ao percorrer do tempo, seguidas por 30 minutos a 4 °C. A temperatura de 50 

°C reduziu em 65% a atividade da PPO, houve uma tendência em manter constante a 

atividade da enzima por 10 minutos de exposição do extrato (Figura 6), não sendo 

possível a inativação, enquanto que a 60 °C, 10 minutos de exposição foram suficientes 

na redução de 80% na atividade enzimática (Figura 6).  

         Em outros trabalhos de inativação térmica da PPO, como em casca de pinha, a 

inativação foi observada a 80 e 90 °C, em 49 e 33 segundos, respectivamente, contudo 

na polpa foram necessários 8 minutos até inativar 90% da PPO (VASCONCELOS, 

1993). Em morango, a enzima foi inativada após 30 minutos de exposição à temperatura 

de 65 °C (SERRADELL et al., 2000), em polpa e casca de maçãs das cultivares Fuji e 

Gala, a PPO foi inativada após 10 minutos de exposição, à temperatura de 75 °C 

(VALDERRAMA et al., 2001) e em rizomas de taro e tubérculos de batata, foram 

necessários 10 minutos à 70 °C (DUANGMAL e APENTEN, 1999). Em manga, o 

extrato enzimático exposto por 60 minutos a 50, 60, 70 e 80 °C conservou 90, 80, 22 e 

0% de atividade, respectivamente (PRABHA e PATWARDHAN, 1982), enquanto que 

em cenoura (SODERHALL, 1995) a PPO foi inativada após 50 minutos a 50 °C. 
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Figura 6. Efeito do tempo da pré-incubação à 50 e 60 °C sobre a atividade da 
polifenoloxidase de manjericão da cv. Genovese, avaliada a pH 6,5 e a temperatura de 
25 °C. As barras verticais representam o erro padrão da média. 

 

         A mudança na estrutura terciária da enzima ocasiona a queda na sua atividade em 

temperaturas altas.  Um aumento na temperatura de incubação aumenta a velocidade da 

reação, mas simultaneamente leva à desnaturação da enzima, assim a temperatura 

influencia na atividade enzimática de duas maneiras (SUN et al., 2008).  

         Segundo Vamos-Vigyazo (1981) a PPO não é considerada uma enzima 

termoestável, e curtos tempos de exposição a temperaturas de 70-90 °C são suficientes 

para causar a destruição total ou parcial da atividade catalítica. Resultados semelhantes 

ao obtidos com a PPO de manjericão. 

 

3.3.7 Efeito de inibidores na atividade da polifenoloxidase 
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          Na avaliação do efeito de diferentes inibidores sobre a atividade da PPO de 

manjericão da cv. Genovese, utilizou-se os inibidores EDTA, sulfato de sódio, ácido 

ascórbico, DTT, L-cisteína e tropolone, na concentração de 1mM. 

 

Tabela 2. Efeito de diferentes compostos sobre a atividade da polifenoloxidase de 
manjericão cv. Genovese. 

Inibidor ( 1mM) Atividade Relativa    (%) 
Controle  100 
Bissulfito de Sódio 109,91 
EDTA 98,02 
Sulfato de Sódio 94,14 
Tropolone 2,42 
Ácido Ascórbico 0 
DTT 0 
L-cisteína 0 

  

         Ácido ascórbico, DTT e L-cisteína foram os inibidores mais efetivos, levando a 

100% de inibição, seguido pelo tropolone, agente inibidor especifico, com cerca de 98% 

de inibição. O EDTA, bissulfito de sódio e o sulfito de sódio apesar de serem 

classificados como inibidores, não mostraram esse efeito sobre a atividade da PPO de 

manjericão (Tabela 2).  

         Em strelítzia 1 mM de EDTA e sulfito de sódio mostraram resultados semelhantes 

ao desse trabalho (KARSTEN, 2009). Também foi observada a tolerância ao EDTA em 

PPO na cereja de Barbados (KUMAR et al., 2008). Em casca de banana 1 mM de ácido 

ascórbico ou de L-cisteína resultou em 100% de inibição (YANG et al., 2001) e 1 mM 

de ácido ascórbico também levou à inativação completa da PPO em Chrysanthenum 

coronarium L. (NKYA et al., 2003).  

         O metabissulfito de sódio, ácido ascórbico e a L-cisteína tem sido relatados como 

sendo os inibidores mais eficazes de PPO em ameixa Stanley (SIDDIQ et al., 1992) e 

nespereira (DINCER et al., 2002), enquanto que na PPO de maçã Monroe, tioureia foi o 

inibidor mais eficaz, seguido pela L-cisteína e de dietilditiocarbamato de sódio. A este 
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respeito, a L-cisteína pode formar facilmente complexos com quinonas, inibe a PPO 

através da formação de produtos secundários, com o-quinona e 4-metilcatecol 

(JANOVITZ-KLAPP et al., 1990). Dietilditiocarbamato de sódio e derivados de 

tioureia inibem a atividade da PPO devido aos seus efeitos sobre o cobre (MAYER e 

HAREL, 1978) de uma maneira semelhante ao fenol (FAN et al., 2009). A PPO de 

banana é inibida por dietilditiocarbamato de sódio, cianeto de potássio, L-cisteína e 

ácido ascórbico, em contraste, EDTA, ácido acético, ácido cítrico e cloreto de sódio não 

tem nenhum efeito (YANG et al., 2000). 

         Existem dois tipos principais de inibidores de polifenoloxidase reconhecidos, (a) 

reagentes que interagem com o cobre na enzima (agentes complexantes que interagem 

com o cobre do sítio ativo da enzima) e (b) compostos que afetam o local de ligação  do 

substrato fenólico (MAYER, 2006). Além desses, segundo Vamos-Vigyazo (1981) 

também existe os que atuam sobre os produtos da reação (ácido ascórbico e os tióis).  

Eles geralmente inibem a formação de melanina, impedindo a acumulação de o-

quinonas, ou por formação de produtos estáveis incolores (NICOLAS et al., 1994). 

Entre estes inibidores, o inibidor mais potente do escurecimento enzimático é o 

metabissulfito de sódio (KIM et al., 2000). O ácido ascórbico, é normalmente utilizado 

como um agente antiescurecimento, é um agente de redução preferido ao invés de 

metabissulfito de sódio (G. PALMA-OROZCO et al., 2011), por meio da sua 

reatividade dirigida ao sítio para resíduos de  histidina é capaz de funcionar com um 

inibidor da PPO (YORUK e MARSHALL, 2003).  

         Como a PPO é uma metaloproteína, pode ser inibida por agentes quelantes como 

DIECA, tropolone, cianeto, 2-mercaptobenzotiazole e EDTA (VAMOS-VIGYAZO, 

1981). O EDTA tem capacidade de formar um complexo com o Cu²+ da PPO levando à 

redução na atividade. Segundo Luh e Phithakpol (1972) o pH da mistura de reação pode 

afetar a afinidade do EDTA para com o cobre. Vários são os relatos que demonstraram 

que o EDTA não tem se mostrado bom inibidor da PPO, como foi observado em cereja 

(KUMAR et al., 2008), lichia (SUN et al., 2008), raízes de banana (WUYTS et al., 

2006), alcachofra (AYDEMIR, 2004), casca de banana (YANG et al., 2001) e manga 

(PRABHA e PATWARDHAN, 1982). Debowska e Podstolski (2001) encontraram que 
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baixas concentrações de EDTA estimularam a atividade da difenolase de raízes de 

Vanilla planifolia. 

         O metabissulfito de sódio pode atuar como um agente redutor para 0- 

benzoquinonas (WONG et al., 1971). A ação de sulfitos na prevenção do escurecimento 

enzimático pode ser explicada por vários processos: 1) ação sobre as quinonas, 

formando os complexos quinonas–sulfito, prevenindo assim a sua polimerização 

(EMBS e MARKAKIS, 1965); 2) a ação do metabissulfito diretamente sobre a estrutura 

da PPO, em que ele reage com as pontes dissulfídicas, levando à ocorrência de 

mudanças na estrutura terciária da enzima e consequente inativação (GOLAN-

GOLDHIRSH e WHITAKER, 1984), e 3) pela redução dos intermediários quinonas. 

         Metabissulfito foi o inibidor que houve maior poder de redução da atividade em 

Mentha piperita (KAVRAYAN e AYDEMIR, 2001), raízes de banana (WUYTS et al., 

2006), taro, batata (DUANGMAL e APENTEN, 1999) e Ferula sp. (ERAT et al., 

2006). Em uva Victoria 0,5 mM de metabissulfito resultou em inativação completa da 

PPO (RAPEANU et al., 2006).  

         Agentes redutores fortes, metabissulfito de sódio, sulfito de sódio e ácido 

ascórbico, inibiram completamente a atividade da PPO, na concentração de 10 mM, em 

folhas de acelga vermelho (GAO et al., 2009). Os compostos contendo enxofre são 

conhecidos por serem inibidores potentes específicos de PPO por remoção de quinonas 

e por sua vez, impedindo-os de participar em reações de melanização e/ou reagir 

diretamente com a enzima (KONG et al., 2000). Em um estudo recente (AYAZ et al., 

2008) a Nêspera foi submetida a um teste com quatro inibidores (metabissulfito de 

sódio, azida sódica, ácido ascórbido e tiouréia), dentre estes, o metabissulfito foi o mais 

efetivo, seguido pelo ácido ascórbico; o mesmo resultado foi encontrado na PPO de 

yacon (NEVES; DA SILVA, 2007) e raiz de bananeira (WUYTS; WAELE; 

SWENNEN, 2006), onde o metabissulfito demonstrou ser um inibidor eficaz. 

        O DTT é um agente redutor, além de ser considerado um efetivo inibidor pela 

capacidade de se ligar ao cobre no sítio ativo da PPO (MAYER e HAREL, 1979). DTT 

foi um dos inibidores mais efetivos da PPO em raiz de banana (WUYTS et al., 2006) e 

em alcachofra (AYDEMIR, 2004). 
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         A cisteína, um tiól, é conhecido como um efetivo inibidor do escurecimento 

enzimático, porém o seu mecanismo de ação sobre a PPO não é completamente 

elucidado. Efeito de inibição significativa de compostos tiol sobre a atividade da PPO 

pode ser devido a uma reação adicional com as quinonas na formação de produtos 

estáveis incolores (IKEDIOBI e OBASUYI, 1982), ou devido a uma reação direta dos 

compostos com a própria PPO, que resultou numa estrutura e/ou mudança de 

conformação da enzima. A L-cisteína foi proposto para ligar os grupos SH da cisteína 

com o cobre da PPO na formação de complexos estáveis e, assim, inibir diretamente a 

atividade da enzima (KIM et al., 2000; ROBERT et al.,1996; FRIEDMAN, 1996). Essa 

última hipótese foi confirmada por Ding et al. (2002) que relataram uma forte afinidade 

entre grupos SH da cisteína e o cobre. Vários estudos têm demonstrado a sua eficiência 

na inibição de PPO em suco de maçã (İYIDOĞAN e BAYINDIRLI, 2004), palmito 

(ROBERT et al., 1996), maçã cultivar Red Delicious (EISSA et al., 2006; RICHARD-

FORGET et al., 1992), purê de manga (GUERRERO-BELTRÁN et al.,2005) e outros. 

         Em manga, 10 µM de L-cisteína levou a 100% de inibição (PRABHA e 

PATWARDHAN, 1982). Esse inibidor também mostrou ser o mais efetivo em lichia, 

quando a (-) epicatequina foi usada como substrato (SUN et al., 2008), assim como em 

abacate (GÓMEZ-LOPEZ, 2002) e maçã (OKTAY et al., 1995). Concentração de 10 

mM de L-cisteína resultou em 98% de inibição em cereja (KUMAR et al., 2008) e 

100% em Chrysanthenum coronarium L. (NKYA et al., 2003). Em uva Victoria 0,5 

mM de L-cisteína resultou em inativação completa da PPO (RAPEANU et al., 2006). 

         O mecanismo de inibição do ácido ascórbico envolve a redução de quinonas 

geradas pela PPO. O ácido ascórbico reduz a formação inicial antes da quinona  

sofrer reações secundárias que conduzem ao escurecimento (GAWLIK-DZIKI et al., 

2008), portanto, ele age como um antioxidante e não como um inibidor da enzima, 

apesar de uma inibição irreversível da PPO foi 

também observada (GOLAN-GOLDHIRSH e WHITAKER, 1984).  A PPO catalisa a 

oxidação de substâncias fenólicas para o-quinonas enquanto o ácido ascórbico converte 

as quinonas para compostos fenólicos. Outros dois mecanismos de inibição envolvem a 

interação direta com a enzima: quelação do cobre do sítio ativo e redução do Cu²+ para 

Cu+ (GÓMEZ-LOPEZ, 2002). Em lichia, quando catecol foi utilizado como substrato, o 
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ácido ascórbico foi o inibidor mais eficaz (SUN et al., 2008). Ácido ascórbico 10mM 

levou a 96,6% de inibição em alface (GAWLIK-DZIKI et al., 2008). Em manga, 

0,1mM de ácido ascórbico levou a 100% de inibição da atividade da PPO (PRABHA e 

PATWARDHAN, 1982), enquanto em uva Victoria foram necessários 5mM 

(RAPEANU et al., 2006), feijão 3mM (NAGAI e SUZUKI, 2003), batata 5 mM e taro 

10 mM, na obteção do mesmo resultado (DUANGMAL e APENTEN, 1999). 

         O uso de agentes redutores é um método de controle efetivo do escurecimento pela 

PPO (OSUGA et al., 1994). O ácido ascórbido (vitamina C) e seus vários sais neutros 

são os principais antioxidantes no uso em frutas e hortaliças e seus sucos visando 

prevenir o escurecimento e outras reações oxidativas (WILEY, 1994; RAMALHO e 

JORGE, 2006). Ele atua sequestrando o cobre, grupo prostético da polifenoloxidase, e 

reduzindo quinonas, formadas enzimaticamente, a difenóis incolores antes de formarem 

pigmentos escuros (SAPERS e MILLER, 1998). Também podem reagir 

irreversivelmente com as o-quinonas formando compostos incolores estáveis; porém o 

efeito dos agentes redutores é temporal, pois os difenóis são consumidos na reação 

(LOZANO-DEGONZÁLEZ e DRUDIS-BISCARRI e IBARZ-RIBAS, 1994). 

         Alguns antioxidantes denominados agentes quelantes estão sendo usados como 

inibidores da PPO; eles atuam formando um complexo com o Cu2+ e bloqueando o sítio 

ativo da enzima (SAPERS et al., 1989; MOLNAR-PERL; FRIEDMAN, 1990; 

MCEVILY; IYENGAR, 1992a). A PPO pode ser inibida por vários agentes quelantes 

tais como cianeto, monóxido de carbono, tropolone, 2-mercaptobenzotiazol, azida, 

ácido cítrico e ácido etileno diamino tetra cético (EDTA) (WALKER, 1975). Tropolone 

é estruturalmente análogo a um substrato o-difenol, que é um quelante de cobre eficaz, 

reagindo como um inibidor competitivo e um potente inibidor da dopamina ß 

hidroxilase e da PPO do cogumelo (ESPIN e WICHERS, 1999). Em estudos de 

inibição, tropolone a 1 mM mostrou 85% de inibição na PPO de uva Dominga 

(NUNEZ-DELICADO et al., 2005), assim como 80% de inibição em PPO de bananas 

com a mesma condições (SOJO et al., 1998). PPO de caqui também foi inibida 100%  

por ácido ascórbico e tropolone a 1 mM (NUNEZ-DELICADO et al., 2003). 
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         A capacidade de diferentes compostos em inibir a PPO depende da natureza e 

concentração do inibidor, fonte de PPO, disponibilidade de substrato (O2, fenóis), pH e 

temperatura (VAMOS- VIGYAZO, 1981).  

         Do ponto de vista prático a aplicação de L-cisteína e o ácido ascórbico são úteis na 

prevenção e/ou controle do escurecimento enzimático de manjericão da cv. Genovese, 

já que não é somente um forte inibidor de PPO, como também nutritivo e não tóxico. 
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3.4 CONCLUSÕES  

 

         A otimização do ensaio enzimático na PPO de folha de manjericão foi conseguida 

quando o extrato foi saturado entre 60 e 80% com sulfato de amônio e a reação se 

processou em pH 6,5, a 30 °C, utilizando-se catecol como substrato. 

         A inativação da PPO é mais efetiva sob pHs ácidos do que sob pHs alcalinos. 

         A pré-incubação em altas temperaturas foram capazes de reduzir ou inativar 

completamente a atividade da enzima. 

         Ácido ascórbico, DTT, L-cisteína levaram à inibição completa da PPO de 

manjericão comercial, enquanto o tropolone levou a 98% de inibição na atividade da 

enzima. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

         As folhas com maior qualidade durante o período de conservação foram 

refrigeradas a 10 °C, em relação às folhas refrigeradas a 5 °C com maior grau de 

escurecimento.  

         Houve maior extravasamento de eletrólitos em folhas de manjericão refrigeradas a 

5 °C coincidindo com o maior grau de injúria por frio e a 10°C não ocorreu essa 

relação.  

         Os teores de clorofilas totais, os parâmetros de cor a*, b* e Chroma foram 

semelhantes nas folhas refrigeradas a 5 e 10 °C. Houve perda de brilho (L) no segundo 

dia de avaliação nas folhas mantidas a 5 °C.  

         O aumento da atividade da catalase coincidiu com o aumento dos sintomas de 

injúria por frio e foi observada relação entre a atividade da polifenoloxidase com o 

escurecimento do manjericão. Na peroxidase, esta relação, não foi observada.  

         A otimização do ensaio enzimático na polifenoloxidase da folha de manjericão foi 

conseguida quando o extrato foi saturado de 60 a 80% com sulfato de amônio e a reação 

processou-se em pH 6,5 a 30 °C. O substrato que proporcionou maior oxidação pela 

enzima foi o catecol. Sua inativação ocorreu a partir dos 80 minutos de pré-incubação 

do extrato em tampão com pH 2,5 a 25 °C ou após 10 minutos de exposição à 60 °C.  

         Ácido ascórbico, ditioeitrol e L-cisteína foram os inibidores mais efetivos, levando 

a 100% de inibição, seguido pelo tropolone, agente inibidor específico, com cerca de 

98% de inibição. 


