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RESUMO O experimento foi conduzido a fim de avaliar a influéncia da temperatura e do pH sobre a atividade
enzimatica da peroxidase (POD) em gendtipos de manjericdo (Ocimum sp), cultivados no municipio de Vigosa, Minas
Gerais, Brasil. Os gen6tipos utilizados foram: manjericdo de folha larga (basilicdo) e manjericdo roxo. Foram realizados
dois ensaios, com trés repeti¢des, em sete niveis de pH (3, 4, 5, 6, 7, 8 ¢ 9) e em temperatura de 80°C durante 0, 5, 10,
15 e 20 minutos, respectivamente. O genotipo roxo teve maior atividade especifica da POD. A maior e menor atividade
enzimatica nos dois genotipos foram detectadas na faixa de pH variando de 5 a 7 e 3 a 9, respectivamente. O
aquecimento a 80°C por 20 minutos proporcionou redu¢do da atividade enzimatica de 86,28% e 100% nos genotipos
roxo e folha larga, simultaneamente.
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TEMPERATURE AND PH INFLUENCE ON PEROXIDASE ACTIVITY IN
TWO SWEET BASIL GENOTYPES

ABSTRACT The experiment was executed to evaluate the temperature and pH influence on activity of peroxidase
(POD) in two sweet basil (Ocimum sp.) genotypes, grown in Vigosa, MG, Brazil, the ‘Large Leaf” or ‘Basilicdo’ and
‘Purple’. It was evaluated the peroxidase activity at pH’s 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 9, and the remaining activity at 80 °C
treated for 0, 5, 10, 15 and 20 minutes. Each experiment was repeated three times. The ‘Purple’ genotype had higher
POD specific activity. Higher and lower activities, for both genotypes, were present at pH 5 to 7 and pH 3 and 9,
respectively. The heat treatment at 80 °C for 20 minutes reduced the enzyme activity by 86.28% and 100% for the
genotype ‘Pulple’ and ‘Large Leaf’, respectively.

Keywords: Ocimum basilicum L., POD, enzyme inactivation

|NTRODU(;AO cultivado em média escala visando fins culindrios,
ornamentais e extragdo de O6leo essencial. O oleo
essencial constituido por linalol, cineol, estragol, ¢
utilizado na industria farmacéutica, em perfumaria e
bebidas (Marotti et al, 1996), além de repelente e

O manjericdo (Ocimum basilicum L.), Lamiaceae,
¢ uma planta anual ou perene, dependendo do local em
que ¢ cultivado. Nos Estados Unidos da América ¢
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inseticida (Urmerie et al, 1998) e antimicrobiano
(Montes-Belmont & Carvajal, 1998). No Brasil, o
manjericdo ¢ cultivado principalmente por pequenos
produtores rurais visando a comercializacdo da planta
como condimento (Teixeira et al, 2002) ou com fins
terapéuticos. E comum encontrar-se, no comércio, folhas
verdes ou desidratadas, usadas em chas ou em preparados
culinarios. (Blank et al, 2004).

A perda de grande parte da produgdo de frutas e
hortalicas pode ser atribuida a agdo de enzimas durante a
pos-colheita (Laurente & Clemente, 2005). O
escurecimento enzimatico ou descoloragdo em tecidos
vegetais pode causar mudangas indesejaveis na qualidade
durante o manuseio, processamento € armazenamento.
Essa descoloragdo ¢ oriunda de reagoes catalisadas pela
enzima genericamente conhecida como peroxidase
(Vamos-Vigyazo, 1981; Nicoli et al, 1991 e Araujo,
2001). As peroxidases (EC 1.11.1.7) sdo enzimas
pertencentes ao grupo das oxiredutases e sdo encontradas
em multiplas formas moleculares e estdo presentes na
maioria das frutas e legumes na forma solavel e acoplada
(forma idnica e covalente) onde propriedades cataliticas
sdo influenciadas pela cultivar, crescimento e fases
fisiologicas (Neves, 2002). A POD ¢ encontrada na forma
solavel e i6nica ligada a parede das células
(Clemente, 1998).

A peroxidase (POD) esta envolvida com inimeros
processos fisiologicos na planta, principalmente, no que
se concerne o seu desenvolvimento e amadurecimento.
Destacam-se a atividade catalitica na reduc¢dao do H,O, e
doagédo de elétrons a varias moléculas como compostos
fendlicos, precursores de lignina, auxina e outros
compostos do metabolismo secundario e na prevengdo
bioldgica frente a ataques de patogenos e a herbivoria
(Passardi et al, 2005).

A atividade da peroxidase pode levar a destruigao
da vitamina C e descolora¢do de carotenodides e
antocianinas, além de catalisar a degradagdo ndo-
enzimatica de 4cidos graxos insaturados, com a
conseqiiente formacdo de compostos volateis, levando a
alteragdo de sabor. Sua atividade diminui em pH’s
extremos devido a mudancas no estado nativo na
condicdo desnaturada, ocasionada pela liberagdo do grupo
heme da proteina (Aratjo, 2001).

A perda da sua atividade enzimatica num produto
branqueado indica perda da atividade para outras enzimas
de deterioracdo (Eskin, 1990). Segundo alguns autores,
sob certas condi¢des de tratamento térmico, a peroxidase
pode ter sua atividade regenerada, podendo com isto
causar perda de sabor ou desenvolver sabores
desagradaveis através de reacdes oxidativas (Clemente e
Pastore, 1998).

Além disso, a peroxidase (POD) ¢ uma enzima
altamente estavel ao tratamento térmico (Clemente, 1996)
e sua inativacdo tem sido freqiientemente usada como
indice da efetividade do branqueamento.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a influencia da temperatura e do pH sobre a atividade da
enzima peroxidase em dois gendtipos de manjericao.

MATERIAL E METODOS

Os genoétipos de manjericdo, basilicio ou
manjericdo de folha larga (Ocimum basilicum L.) e roxo
(Ocimum sp.), foram obtidos na horta do departamento
de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa, UFV,
Minas Gerais, Brasil. O manjericio de folha larga ou
basilicdo possui folhas verde-escuras, com superficie
ligeiramente ondulada; inflorescéncia com cerca de 35
cm, flores brancas, caule ereto, com até 60 cm de altura e
produz sementes férteis. O manjericdo roxo com folhas
verdes, na epiderme adaxial e com pigmentacdo roxa na
epiderme abaxial, inflorescéncia de até 20 cm, flores
arroxeadas, caule ereto com coloracdo roxa e cerca de 60
cm de altura (Kamada, 1998).

Avaliou-se a atividade da peroxidase em dois
ensaios. O primeiro analisou a atividade da peroxidase
em sete niveis de pH (3,4, 5,6, 7, 8 ¢ 9) e o segundo
mediu-se a atividade enzimatica em temperatura de 80°C
durante 0, 5, 10, 15 e 20 minutos.

Seleciou-se e triturou-se folhas (1 g) dos dois
gendtipos de manjericio em gral de porcelana em
presenca de tampao de extracdo formado por 100 mM de
tampdo fosfato pH 6,0, 0,1% de bisulfato de sédio e 150
mM de NaCl (Lagrimini et al, 1990) sob temperatura
variando entre 0 e 4°C. Ap6s homogeneizagdo, o material
foi filtrado em gaze e posteriormente centrifugado a
10.000 r.p.m, por 15 minutos. A atividade total da enzima
peroxidase nos diferentes niveis de pH foi determinada
incubando-se 0,5 mL do extrato centrifugado, 5 mL do
tampdo fosfato a 0,05M (pH 3 a 9), 0,5 mL de peroxido
de hidrogénio (H,0,) ¢ 0,5 mL de guaiacol.

Colocou-se, no segundo ensaio (temperatura), os
extratos dos dois genoétipos de manjericdio em banho-
maria a 80°C por 0, 5, 10, 15 e 20 minutos, seguido de
resfriamento em banho de gelo por 30 minutos. Em
seguida procedeu-se a preparagdo, utilizando-se 0,5 mL
de extrato, com os mesmos reagentes citados, com trés
repeti¢cdes por tratamento. As leituras foram realizadas
em espectrofotdometro a 470 nm e expressas em AA /min/
500pL de extrato. A concentracdo de proteina foi
determinada no extrato pelo método de Bradford
(Bradford, 1976), usando soroalbumina bovina (BSA)
como padrdo. O comprimento de onda usado no
espectrofotometro foi de 595 nm. A atividade especifica
da enzima peroxidase foi calculada pela férmula: AE =
AA / min/ mg proteina.

Utilizou-se o  delineamento  inteiramente
casualizado, com trés repetigdes, sendo os resultados
submetidos a andlise de varidncia e regressdo utilizando-
se o Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas da UFV
(SAEG - UFV). Utilizou-se o teste “t” adotando o nivel
de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos dois gendtipos de manjericio em estudo,
comprovoram-se diferenca na atividade enzimatica nos
diferentes pHs (Figuras 1 e 2). O gendtipo roxo possui
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maior atividade especifica da enzima peroxidase (POD)
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Figura 1- Influéncia do pH sobre a atividade da peroxidase em
manjericéo basilicdo (Ocimum basilicum L). Vigosa-MG, UFV,
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Figura 2- Influéncia do pH sobre a atividade da peroxidase em
manjericéo roxo (Ocimum sp.). Vigosa-MG, UFV, 2004.

A peroxidase ¢ a principal enzima responsavel
pela formagdo de “flavor” estranho durante o
armazenamento de frutos e hortaligas processados,
principalmente em vegetais ndo-acidos (Burnette, 1977).
A atividade enzimatica da POD nos diferentes pHs teve o
mesmo comportamento nos dois cultivares de manjericao,
alcangando valores maximos nos pHs 5, 6 ¢ 7 e valores
minimos nos pHs 3 e 9. Tal alteragdo da atividade
enzimatica com o pH, esta relacionado com a mudanga
estrutural na molécula da enzima, sendo que a atividade
diminui em pHs extremos (Araujo, 2001).

Na trituragdo da planta fresca ocorre a destruicao
da superficie celular, como conseqiiéncia, ha acréscimo
na atividade enzimatica devido ao aumento da
permeabilidade resultante da destruigdo dos tecidos e
ligagdo/ juncdo das enzimas e substratos que, por outro
lado, sdo liberados dos vactiolos (Lamikanra & Watson,
2001). O aumento da atividade da peroxidase, em pH
proximos a neutralidade (5 a 7), pode indicar novos
tratamento de pos colheita de manjericio a fim de

proporcionar maior vida 1util do produto. Os pHs mais
acidos e basicos (3 e 9 respectivamente) proporcionam
menor atividade, uma vez que a grande maioria das
enzimas ndo possuem atividade em extremos de pH. O
aumento da atividade de peroxidase (POD) em pH 6,
pode estar relacionado a maior liberagdo de compostos
fendlicos, principalmente os 6leos essenciais, presentes
em abundancia e manjericdo (Passardi et al, 2005).

A temperatura reduziu a atividade enzimatica da
POD em ambos os gendtipos (Figuras 3 e 4). O
manjericdo roxo teve uma reducdo na atividade da
peroxidase de 86,28% enquanto que o basilicdo teve uma
reducdo de 100% aos 20 minutos a 80°C. Essa diferenga
na atividade enzimatica pode estar relacionada ao
aumento na atividade ou liberacdo de novas isoenzimas
que ainda necessitam ser determinadas (Onsa et al.,
2003). A resisténcia térmica dessa enzima depende da
origem e das caracteristicas do produto, como pH e
composi¢cdo. O bindmio tempo-temperatura deve ser
determinado em cada caso (Aratjo, 2001).
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Figura 3- Influéncia do tempo e da temperatura a 80°C sobre a
atividade da peroxidase em manjericdo basilicdo (Ocimum
basilicum L). Vigosa-MG, UFV, 2004.
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Figura 4- Influéncia do tempo e da temperatura a 80°C sobre a
atividade da peroxidase em manjericdo roxo (Ocimum sp.).
Vigosa-MG, UFV, 2004.

temperatura e tempo; no entanto a POD ndo chegou a ser
inativada em nenhum dos tratamentos realizados.

O conteado de clorofila em brocolis sem
tratamento térmico decresceu de forma bastante
acentuada apds 4 dias armazenados a 15 °C, enquanto que

Laurenti & Clemente (2005), avaliando a
atividade da peroxidase em carambolas, verificaram que a
atividade emzimatica diminuiu com o tempo em cada
temperatura, ¢ independente do grau de maturagdo da
fruta, observou-se perda de aproximadamente 85% da

atividade da enzima ap6s 10 minutos de tratamento
térmico a temperatura de 85°C. Estudando o efeito do
tratamento térmico a 60, 65, 70 e 75°C por periodos que
variaram de 1 a 10 minutos sobre a atividade da
peroxidase (POD) e da polifenoloxidase (PPO) em maga,
Valderrama et al. (2001) verificaram diminui¢do da
atividade da POD e da PPO com o aumento da

em brocolis tratados por 2 h a 50°C praticamente nao
apresentou alteracdo durante o armazenamento. Além
disso, a atividade da peroxidase que degrada a clorofila e
da C, isoperoxidase foi suprimida pelo tratamento
térmico. Os resultados indicam que o tratamento térmico
pode ser efetivo em inibir a senescéncia em parte pela
supressdo do aumento da atividade da peroxidase que
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degrada a clorofila nos microssomos e no citossol

A peroxidase é considerada uma das enzimas
mais termorresistentes, de forma que, quando inativada,
certamente as demais enzimas € 0S microrganismos
patogénicos sdo destruidos. Na maioria dos casos, o
branqueamento entre 90 e 100°C por 3 minutos ¢
suficiente na sua inativacdo (Aragjo, 2001). A
importancia desse processo estd diretamente relacionada
a qualidade agrondmica do manjericdo, uma vez que, por
serem ricos em oOleos essenciais, compostos poucos
resistentes a temperatura ¢ necessario que sejam
coletados, armazenados e comercializados sob baixas
temperaturas (Corréa Junior et al., 2004).

CONCLUSOES

Houve maior atividade enzimdtica nos dois
gendtipos na faixa de pH variando de 5 a 7 e menor
atividade nos extremos (3 ¢ 9);

O aquecimento a 80 °C, por 20 minutos, levou a
reducdo da atividade enzimatica da peroxidase de 80,28%

e 100% nos gendtipos roxo e folha larga,
respectivamente.
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