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RESUMO: O manjericao (Ocimum basilicum) possui diversas finalidades como medicinal,
culinario, cosmético e possui propriedades antimicrobianas e antioxidantes. Entretanto,
manjericao armazenado sob temperaturas baixas pode apresentar sintomas de injuria por frio
e escurecimento, causado pela agdo da enzima polifenol oxidase. O objetivo deste trabalho foi
avaliar as condic¢des 6timas para a atividade da polifenol oxidase e possiveis formas de inativa-
las. A extracao da polifenol oxidase (EC 1.10.3.1, PPO) em folhas de manjericao [1Genovese(]
foi otimizada por saturagdo com 60 e 80% de sulfato de amdnio. A PPO purificada apresentou
uma afinidade mais elevada para o substrato catecol. Os valores 6timos de pH e temperatura
para a atividade da enzima foram de 6,5 e 30 °C, respectivamente. A enzima apresentou
estabilidade até os 120 min de avaliagdo, em pH 9,0a4°Cea25°CepH 2,5a25°C. O
tempo de 10 min foi suficiente para inativagao de 65% da atividade a 50 °C e a 60 °C ocorreu
80% de reducgao na atividade da PPO. A agédo da enzima foi completamente inibida por acido
ascorbico, L-cisteina, dietilditiocarbamato de sédio, e tropolone.

Palavra-chave: Injuria por frio, inibidores, Ocimum basilicum, estabilidade.

ABSTRACT: Partial purification and characterization of the enzyme polyphenol oxidase
in basil ‘Genovese’. Basil (Ocimum basilicum) has several purposes as medicinal, culinary,
cosmetic and has antimicrobial and antioxidant properties. However, basil stored under low
temperatures may present symptoms of cold injury and darkening caused by the action of the
enzyme polyphenol oxidase. The objective of this work was to evaluate the optimum conditions for
polyphenol oxidase activity and possible ways of inactivating them. The extraction of polyphenol
oxidase (EC 1.10.3.1, PPO) in basil leaves ‘Genovese’ was optimized by saturation with 60 and
80% of ammonium sulfate. The purified PPO had a higher affinity for the catechol substrate.
The optimum pH and temperature values for the activity of the enzyme were 6.5 and 30 °C,
respectively. The enzyme showed stability up to 120 min of evaluation, at pH 9.0 at 4 °C and at
25 °C and pH 2.5 at 25 °C. The time of 10 min was enough to inactivate 65% of the activity at
50 °C and at 60 °C there was an 80% reduction in PPO activity. The action of the enzyme was
completely inhibited by ascorbic acid, L-cysteine, sodium diethyldithiocarbamate, and tropolone.
Key words: Cold Injury, inhibitors, Ocimum basilicum, stability

INTRODUGAO

Apesar da maioria das ervas aromaticas
serem comercializadas como produto seco, o
consumo de folhas frescas, tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos devido a
substituicdo do sal por ervas aromaticas, visando o
preparo de alimentos mais saudaveis e de melhor
sabor (Curutchet et al. 2014).

As ervas aromaticas e medicinais da
familia Lamiaceae, como o Ocimum basilicum
L., sdo conhecidas por serem fontes ricas em
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compostos polifendlicos, particularmente os acidos
fenolicos (Capecka et al. 2005; Zgérka e Glowniak
2001) que sao antioxidantes (Shan et al. 2005;
Surveswaran et al. 2007; Lee e Scagel 2009,
2010), e apresentam propriedades antimicrobianas.
Entretanto, o uso do manjericdo fresco na culinaria
¢ dificultado pela elevada perecividade e dificuldade
de armazenamento. Uma vez que o manjeri¢cao
apresenta sintomas de injuria por frio quando
armazenado em temperaturas inferiores a 12 °C,
ocasionando escurecimento nas folhas, seguido
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de degeneragéo e senescéncia (Lange e Cameron
1994). No entanto, o armazenamento a 12 °C por
9 dias aumentou os compostos fenolicos em trés
cultivares de manjericao, o que levou a considerar
as folhas de manjericao como uma boa fonte de
moléculas bioativas (Fratianni et al. 2017).

A reagado de escurecimento é catalisada
pela polifenol oxidase (PPO EC 1.14.18.1), uma
enzima que contém cobre e com um centro de cobre
dinucleares, catalisa duas reagdes: a hidroxilagéo
de monofenol no seu correspondente orto-difenol
(hidroxilagao ou atividade monofenolase) e também
a oxidagao do orto-difenol ao correspondente
orto-quinonas (atividade difenolase, EC 1.10.3.1),
na presenca de oxigénio molecular, que séo
polimerizados aos pigmentos escuros (Gao et al.
2009).

Sendo a cor um atributo de qualidade de
frutas e hortaligas, o escurecimento das folhas de
manjericao afeta a aceitabilidade do produto pelo
consumidor e € uma das principais causas de perda
de qualidade. Estando relacionado ao nivel de PPO
que é dependente da espécie, cultivar, maturidade
e idade (Vamos-Vigyazo 1981). Além disso, a PPO
tem grande heterogeneidade acerca do substrato
especifico, sensibilidade a inibidores, pH 6timo,
laténcia, inativacdo térmica, numero de isoformas
e massa molecular (Mayer e Harel 1979).

No entanto, na literatura ndo se
encontra trabalhos relacionados a purificagao
parcial e caracterizacdo da PPO em folhas de
manjericdo ‘Genovese’. Sendo necessario o seu
conhecimento para inativar a enzima e permitir
a realizacdo do armazenamento refrigerado,
visando o prolongamento da vida de prateleira e
consequentemente a disponibilidade do manjericao
fresco para o consumidor.

Diante disso, o objetivo do presente trabalho
foi purificar parcialmente e caracterizar a enzima
PPO envolvida com a injuria por frio em folhas de
manjericao cv. Genovese pelo estabelecimento
das condi¢des otimas para a atividade da PPO, e
inativacdo da enzima.

MATERIAL E METODOS

Sementes de manjericdo cv. Genovese
foram semeadas em vasos de 3 |, contendo substrato
comercial, na casa de vegetagdo da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), no més de outubro do
ano 2013. Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Pos-Colheita do Departamento de
Fitotecnia da UFV, 3 meses apds a semeadura, nos
meses de janeiro a fevereiro de 2014.

Na obtengédo do extrato enzimatico, 10 g
de material vegetal fresco foi triturado em politron
com 50 ml de tampéo de extragéo, até a completa
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homogeneizagdo. A composi¢cédo do tampédo de
extragéo foi: tampéao fosfato 0,1 M pH 6,5 + 1%
Polivinilpirrolidona (PVP) + 1% Triton X-100 + 10
mmol/l acido ascérbico. Apds isso, 0 homogeneizado
foi centrifugado a 17.000 g durante 30 min, a 4 °C.
Para a purificagado parcial da enzima uma aliquota
do sobrenadante foi armazenada (extrato bruto)
e o restante saturado para 20, 40, 60 e 80% com
sulfato de amonio, via homogeneizac¢ao por 30 min
em banho de gelo e posterior centrifugacéo, para
cada etapa. Os sobrenadantes foram descartados e
o sedimento resultante de cada etapa de saturacao
foi ressuspenso com 2 ml de tampé&o de didlise
e dialisado por 15 h em membranas de celulose
modelo D-9777 da Sigma. A composigao do tampao
de extragao foi: tampéao fosfato 0,01 M pH 6,5 + 100
mmol/l acido ascorbico. Todas as centrifugagdes
foram realizadas a4 °C e 17.000 x g por 30 min. As
determinagdes da quantidade de proteina presente
nos referidos extratos foram feitas pelo método
de Bradford (1976), usando soro albumina bovino
(BSA) como padréo.

Na determinacao da atividade enzimatica
da PPO uma aliquota de extrato enzimatico foi
adicionada ao meio de reagao contendo 0,5 mlde 10
mmol/l de catecol e 0,5 ml de tampéao fosfato a 0,1
M (pH 6,5) totalizando o volume total da reagéo de
1,5 ml. O branco apresentou todos os componentes
do meio de reagdo, exceto o extrato enzimatico,
que foi substituido por agua. A atividade da PPO foi
analisada em espectrofotdbmetro, observando-se a
variacéo na absorbancia em comprimento de onda
de 420 nm a 25 °C e expressa em UA/min/mg de
proteina (Kavrayan e Aydemir 2001).

Para determinar o substrato que
proporcionou maior atividade enzimatica na fragcao
com saturagdo com sulfato de aménio da PPO,
diferentes substratos foram testados: Catecol (420
nm), 4-metil-catecol (420 nm), pirocatequina (420
nm), acido clorogénico (420 nm), acido cafeico
(400 nm), L-dopa (480 nm), L-tirosina (420 nm),
pirogalol (420 nm). A concentracédo de 10 mmol/l
de cada substrato foi adicionada ao meio de
reacdo e a atividade enzimatica determinada em
espectrofotdbmetro. O substrato que proporcionou
maior atividade foi considerado como 100%
de atividade relativa e foi utilizado nos ensaios
subsequentes (Gawlik-Dziki et al. 2008).

Na determinacédo do efeito do pH na
atividade da PPO, diferentes solu¢des tampao de
reagao foram utilizadas a concentracao de 0,1 M:
acido citrico (pH 2,5 a 5,5), tampéao fosfato (pH 6,0
a 7,5) e acido bdrico (pH 8,0 a 9,0). Os pHs foram
corrigidos utilizando NaOH e HCl a 1 M. A atividade
relativa foi considerada como 100% no pH 6timo de
reagao, e a atividade nos demais pHs foi calculada
com base nessa (Neves 2003).
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Na analise da estabilidade da PPO sob
condicdes extremas de pH, foram feitas pré-
incubagdes do extrato enzimatico em solucdes-
tampdo em que a enzima apresentou baixa
atividade, para verificar a possibilidade de inativagéo
da mesma. Para isso o extrato enzimatico foi
incubado (1:1) em solugédo tampao 0,1 M em pHs
2,5 e a 9,0 por um periodo de 0 a 120 min, sendo
retiradas amostras a cada 10 min (Neves 2003). A
pré-incubacao foi realizada a 25 °C e em banho de
gelo (4 °C) e a atividade relativa foi determinada
utilizando o tampao com pH 6timo de reacao para a
enzima e temperatura de 25 °C. Atividade relativa de
100% foi considerada na auséncia da pré-incubagao
e ao longo da pré-incubagéo a atividade foi calculada
com base nesta.

Na determinagcdo da temperatura 6tima
para a atividade, os extratos enzimaticos e o
tampéo de reagado foram incubados, por 4 min,
em temperaturas que variaram de 10 a 60 °C, em
intervalos de 10 °C e imediatamente foi efetuada a
leitura em espectrofotdbmetro na mesma temperatura
daincubagéao (Neves 2003). Na temperatura 6tima,
a atividade relativa foi considerada como 100%, e
a atividade nas demais temperaturas foi calculada
com relagao a esta.

Para avaliar a estabilidade térmica, o extrato
enzimatico foi incubado com o tampao fosfatoa 50 e
60 °C por 10 min, sendo retiradas amostras ao longo
do periodo de incubagéo. Apds retirada do banho-
maria, as amostras foram rapidamente resfriadas em
banho de gelo (4 °C), por 30 min, e posteriormente,
determinada a atividade relativa em temperatura
ambiente (Neves 2003). Atividade de 100% foi
considerada na auséncia da pré-incubagao e ao
longo dos periodos de pré-incubagéo a atividade
foi calculada em relagéo a esta.

Na verificacdo do efeito de diferentes
inibidores sobre a atividade da PPO, os extratos
enzimaticos foram incubados por 30 min a 25 °C,
em tampao de reagao contendo 1 mmol/l de EDTA,
L-cisteina, metabissulfito de sddio, ditioeitrol (DTT),
acido ascorbico e sulfato de sodio. Na auséncia de
inibidores, a atividade foi considerada como 100% e
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as demais foram calculadas com base nessa.

O delineamento experimental utilizado foi
o inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des,
os dados foram submetidos a analises estatisticas
descritivas da média e o erro padrdo da média foi
calculado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fragdo enzimatica na qual a PPO
apresentou maior atividade foi a saturada entre
60 e 80% com sulfato de aménio (Tabela 1), essa
proporcionou uma atividade especifica 166% maior
comparada ao uso do extrato bruto. Este aumento é
considerado relevante para a realizagao das etapas
posteriores do trabalho, para a concentragao da
PPO e eliminagcdo de compostos moduladores e
substratos.

Resultados semelhantes foram encontrados
por lonita et al. (2017) ao caracterizar a PPO em
ameixa, encontraram atividade maxima da enzima
na fragcdo enzimatica 90% correspondente a maior
saturagao.

Os substratos difendlicos apresentaram
maior afinidade e estabilidade com a PPO em folhas
de manjericdo ‘Genovese’. A atividade maxima
da PPO foi na presenga do catecol, seguido pela
pirocatequina e 4-metil-catecol (Figura 1). Um
dos pré-requisitos para escolha do substrato foi
a alteragéao da cor e estabilidade da solugéo, no
momento da reagdo. A utilizagdo de L-tirosina,
substrato monofenol, foi ineficiente (Figura 1), o que
sugere a falta de atividade da enzima cresolase que
catalisa a hidroxilagdo de monofendis para difendis.

Dogan et al. (2005) observaram que
substratos difendlicos como 4-metilcatecol, catecol
e pirogalol foram significativamente oxidados pela
PPO de O. basilicum, entretanto a enzima néao
oxidou L-tirosina, que € um substrato monofendlico.
O mesmo também foi relatado por outros
pesquisadores em ameixa (lonita et al. 2017), em
mirtilo (Siddiq e Dolan 2017), em Physalis peruviana
L. (Bravo e Osorio 2016) e alface (Gawlik-Dziki et al.
2008), resultados semelhantes ao presente estudo.

TABELA 1. Atividade da polifenol oxidase apds saturagdo do extrato bruto de manjericado ‘Genovese’ com

diferentes porcentagens de sulfato de amdnio (SA).

SA (% sat) UA/mim/ml mg proteina/ml UA/mim'mg proteina
0 6,634 0,2218 29,909
0-20 4.8 1,5081 3,183
20-40 1" 0,7936 13,861
40-60 4,2 0,1273 32,993
60-80 6,28 0,079 79,494
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Atividade maxima da PPO foi encontrada
quando se utilizou como meio de reagao o tampéao
fosfato com pH 6,5 (Figura 2). Este resultado foi
semelhante ao da maioria das pesquisas, realizadas
com diferentes espécies, que apresentam maxima
atividade da PPO em valores de pH proximos
ao neutro, como relatado para PPO da polpa de
buriti pH 7,0 (Carvalho e Orlanda 2017), manga
‘Ataulfo’ faixa de pH ideal entre 5,4 e 6,4 (Cheema
e Sommerhalter 2015), frutas de atemdia o pH
6timo foi de 5,6-6,5 (Chaves et al. 2011), alface 6,8
(Gawlik-Dziki et al. 2007).

A PPO de manjericdo ‘Genovese’ ficou
estavel dentro da faixa de pH entre 6 e 7 (Figura
2), mantendo mais de 80% da sua atividade. Por
outro lado, a enzima foi instavel e inativa em pHs
extremos. Sob pH 9,0 observou-se redugado de
87,4% da atividade em comparagéo com o pH étimo.
Essa redugao é ainda maior sob pH 2,5 com redugao
de 94,3% (Figura 2).

A estabilidade da PPO em pH 9,0 foi
diferente do verificado em pH 2,5, ambos com os
mesmos tempos de pré-incubagao e temperaturas
(25 °C ou a 4 °C). Isto porque, ndo houve redugao
drastica na atividade da enzima em pH 9,0 nas duas
condic¢des de pré-incubacgao e a estabilidade ocorreu
durante todo periodo (Figura 3a), ja em pH 2,5 houve
uma queda da atividade da enzima com 10 min de
pré-incubagao a 25 °C (Figura 3b). Resultado similar
foi encontrado em Lonicera japonica (Liu etal. 2013),
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a PPO foi estavel entre o pH 8-10, mantendo mais
de 80% de sua atividade, e instavel e inativa quando
presente em pH abaixo de 3,0, com menos de 20%
de sua atividade.

A pré-incubacado do extrato em tampéao
com pH 2,5, a 25 °C, a partir dos 80 min, promoveu
redugéao drastica na atividade da PPO em relagéo a
atividade maxima em pH 6,5, mas n&o o suficiente
para inativa-la completamente. A enzima quando
pré-incubada em pH 2,5, a4 °C manteve a atividade
até os 120 min (Figura 3b).

Amostras pré-incubadas em pH 9,0 ao
retornarem para condigbes de 6tima atividade (pH
6,5) tiveram capacidade de retornar a atividade
(Figura 3a). O mesmo néo foi observado com as
amostras pré-incubadas em pH 2,5 a 25 °C, que
devem ter sofrido danos irreversiveis (Figura 3b).
Somente a utilizagao de valores de pHs acidos
possibilitou resultados satisfatérios na inibicdo da
atividade da polifenoloxidase em Strelitzia reginae
(Karsten 2009), resultado semelhante ao desse
trabalho, devido a sua alta instabilidade nessas
condigoes.

APPO teve maxima atividade em temperatura
de 30 °C, representando aumento de 82% em relagéo
a sua atividade a 60 °C (Figura 4a). A temperatura
adequada é necessaria para conseguir a atividade
enzimatica ideal. Temperaturas maiores que 30 °C
induziram a redugéo gradativa da atividade, com
perda total de sua fungéo catalitica a partir de 70
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FIGURA 1. Efeito de diferentes substratos (30 mmol/l) sobre a atividade da PPO de folhas de manjericao
‘Genovese’. As barras verticais representam o erro padrao da média.
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FIGURA 2. Efeito do pH no meio de reagéo sobre a atividade da PPO de manjericdo ‘Genovese’. As barras
verticais representam o erro padrao da média.
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FIGURA 3. Efeito do tempo de pré-incubagéo em pH 9,0, a4 e 25 °C (a) em pH 2,5, a4 e 25 °C (b), sobre a
atividade da PPO de manjericao ‘Genovese’, avaliados em pH 6,0 e a temperatura de 25 °C. As barras verticais
representam o erro padrdao da média.
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FIGURA 4. a) Efeito de diferentes temperaturas na atividade da PPO e b) efeito do tempo da pré-incubacéo a
50 e 60 °C sobre a atividade da PPO de manjericdo ‘Genovese’, avaliada a pH 6,5 e a temperatura de 25 °C.
As barras verticais representam o erro padrao da média.
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°C. De acordo com a literatura, a maioria das PPOs
apresentam temperatura 6tima, dentro dessa faixa
encontrada em manjericao [1Genovesell. PPO de
Lonicera japonica apresenta sua temperatura 6tima
a 25 °C (Liu et al. 2013), frutas de atemoia a 28 °C
(Chaves et al. 2011), mirtilo 35 °C (Siddiq e Dolan
2017), alface manteiga 35 °C (Gawlik-Dziki et al.
2008).

A temperatura de 50 °C reduziu em 65%
a atividade da PPO, observa-se uma tendéncia na
atividade da enzima em manter constante por 10
min de exposi¢cao do extrato, ndo sendo possivel
a inativagdo, enquanto que a 60 °C, 10 min de
exposigao foram suficientes para uma redugao de
80% na atividade enzimatica (Figura 4b). Em outros
trabalhos de inativagéo térmica da PPO como em
morango, a enzima foi inativada apdés 30 min de
exposicao a temperatura de 65 °C (Serradell et al.
2000), em polpa e casca de magas das cultivares
Fuji e Gala, a PPO foi inativada apds 10 min de
exposi¢ao, a temperatura de 75 °C (Valderrama et
al. 2001). J& em frutos de buriti a temperatura de 57
°C durante 20 min inativou cerca de 11% a atividade
da PPO e a 77 °C apenas 4 min foram suficiente
para inativar aproximadamente 60% da atividade da
enzima (Carvalho e Orlanda 2017).

A mudanga na estrutura terciaria da
enzima ocasiona a queda em sua atividade sob
temperaturas altas. Um aumento na temperatura
de incubagdo aumenta a velocidade da reacgao,
mas simultaneamente leva a desnaturacéo da
enzima, assim a temperatura influencia na atividade
enzimatica de duas maneiras (Sun et al. 2008).
Segundo Vamos-Vigyazo (1981) a PPO néao é
considerada uma enzima termoestavel, e curtos
tempos de exposi¢cao a temperaturas de 70-90
°C séao suficientes para causar a destruicéo total
ou parcial da atividade catalitica. Resultados
semelhantes ao obtidos com a PPO de manjericao
cv. Genovese.

Acido ascérbico, DTT e L-cisteina foram
os inibidores mais efetivos, levando a 100% de
inibicdo, seguido pelo tropolone, agente inibidor
especifico, com cerca 98% de inibicdo. O EDTA,
bissulfito de sédio e o sulfato de sédio apesar de
serem classificados como inibidores, ndo mostraram
efeito sobre a atividade da PPO de manjericao
‘Genovese’ (Tabela 2).

O metabissulfito de sédio, a L-cisteina,
0 acido dietotilditiocarbamico de sddio e o acido
ascorbico foram os inibidores mais eficazes da
PPO de mirtilo, inibiram 80% da atividade da
enzima (Siddiq e Dolan 2017). Como observado no
presente estudo, o acido ascorbico e a L-cisteina
demonstraram ter um efeito de inibicdo semelhante
na PPO de Physalis peruviana L. (Bravo e Osorio
2016). O sulfito, acido ascorbico e a L-cisteina
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TABELA 2. Efeito de diferentes compostos sobre
a atividade da polifenol oxidase de manjericao cv.
Genovese.

Inibidor (1mM)

Atividade Relativa (%)

Controle 100
Bissulfito de Sédio 109,91
EDTA 98,02
Sulfato de Sdédio 94,14
Tropolone 2,42
Acido Ascoérbico 0
DTT 0
L-cisteina 0

tem sido relatada como sendo os inibidores mais
eficazes de PPO em magé-lobo (Batista et al.
2014) e berinjela (Mishra et al. 2012). Embora
neste trabalho nao se verificou o efeito inibitério
dos sulfitos. A L-cisteina é capaz de ligar os grupos
SH da cisteina com o cobre da PPO para formar
complexos estaveis e, assim, inibir diretamente a
atividade da enzima (Marshall et al. 2000; Robert
et al.1996; Friedman 1996).

Dietilditiocarbamato de so6dio (DTT) e
derivados de tioureia sdo agentes redutores e
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). Assim como
em manjericao o DTT foi um dos inibidores mais
efetivos da PPO em raiz de banana (Wuyts et al.
2006) e em alcachofra (Aydemir 2004).

O acido ascorbico é normalmente utilizado
como um agente antiescurecimento, de reducao
preferivel ao invés do metabissulfito de sédio
(Palma-Orozco et al. 2011), por meio da sua
reatividade dirigida ao sitio para residuos de histidina
€ capaz de funcionar com um inibidor da PPO (Yoruk
e Marshall 2003). A PPO catalisa a oxidagéo de
substancias fendlicas para o-quinonas enquanto
o acido ascoérbico converte as quinonas para
compostos fendlicos. Em lichia, quando o catecol
foi utilizado como substrato, o acido ascoérbico foi o
inibidor mais eficaz (Sun et al. 2008). Acido ascérbico
10 mmol/l levou a 96,6% de inibicao em folhas de
alface (Gawlik-Dziki et al. 2008). Estes resultados
estao de acordo com o referente trabalho, relatando
a eficiéncia na utilizagdo do acido ascérbico como
um antioxidante.

Em estudos de inibicao, tropolone a 1
mmol/l mostrou 85% de inibigdo na PPO de uva
Dominga (Nunez-Delicado et al. 2005), assim como
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PPO de caqui também foi inibida 100% por acido
ascorbico e tropolone a 1 mmol/l (Nunez-Delicado
et al. 2003).

Semelhante a este estudo, varios trabalhos
demonstraram ineficiéncia do EDTA como inibidor
da PPO, como foi observado em cereja (Kumar et
al. 2008), lichia (Sun et al. 2008), raizes de banana
(Wuyts et al. 2006).

A capacidade de diferentes compostos em
inibira PPO depende da natureza e concentragéao do
inibidor, fonte de PPO, disponibilidade de substrato
(O,, fendis), pH e temperatura (Vamos-Vigyazo
1981). Do ponto de vista pratico a aplicagdo de
L-cisteina e o acido ascorbico sdo capazes de
prevenir e/ou controlar o escurecimento enzimatico
da PPO em manjericao ‘Genovese’. Além disso,
apresenta acao nutritiva e ndo toxica.

CONCLUSOES

A otimizag&o do ensaio enzimatico na PPO
de folha de manjericéo foi conseguida quando o
extrato foi saturado entre 60 e 80% com sulfato de
amonio e a reagao se processou em pH 6,5, a 30
°C, utilizando-se catecol como substrato. pHs acidos
e altas temperaturas inativam a enzima, enquanto
acido ascorbico, DTT, L-cisteina, tropolone inibem
a PPO de manjericao ‘Genovese’.
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