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RESUMO

Este trabalho teve como objetivos a quantificagio de proteinas e da atividade da enzima o-galactosidase, no eixo embriondrio
e nos cotilédones, de sementes de Dalbergia nigra (jacarandd-da-bahia) durante a germinagao. As sementes foram colocadas
para embeber em dgua por sete dias, sendo retiradas amostras para a avaliagio bioquimica e cinética da enzima. A atividade da
enzima a-galactosidase aumenta com a embebigao das sementes nos dois compartimentos, embora nio esteja presente no eixo
embriondrio de sementes secas. A diferenca na atividade da enzima entre os cotilédones e o eixo embriondrio foi significativa.
O pH 5,5 foi 0 de mdxima atividade para as enzimas de ambos os compartimentos. A temperatura que mais estimulou a
atividade da enzima nos cotilédones foi 50 °C e de 50 a 60 °C no eixo embriondrio. A atividade da a-galactosidase foi inibida
por B-mercaptoetanol e cobre, em ambos os compartimentos, enquanto a lactose ¢ o cloreto de sédio estimularam a atividade
tanto nos cotilédones como no eixo embriondrio. Os valores de K|, para enzimas do eixo embriondrio e dos cotilédones foram
de 0,239 € 0,228 mM, respectivamente.
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Proteins and activity of a-galactosidases determination in cotyledons and
embryonic axis of Dalbergia nigra seeds during germination

ABSTRACT

This work aimed to quantify the protein content and the o-galactosidase activity in the embryonic axis and in the cotyledons
of Dalbergia nigra seeds during the imbibition period. The seeds were submitted to water imbibition during seven days.
Biochemical and kinetic characterization of the enzyme were done from samples taken during the imbibition period. The
activity of the a-galactosidase increased in the two compartments with the soaking of the seeds, although, the enzyme activity
was not detected in the embryonic axis of dry seeds. The difference in the activity of the enzyme between cotyledons and
embryonic axis was significant. The pH of maximum activity was 5.5 for the enzyme of both compartments. In the cotyledons
the higher activity of the enzyme was obtained at 50 °C. In the embryonic axis the activity was higher at temperatures ranging
from 50 to 60 °C. The activity of the o-galactosidase was inhibited by B-mercaptoethanol and CuSO, in both compartments,
while lactose and sodium chloride stimulated the activity in the cotyledons and in the embryonic axis. The values of K, for
the enzymes of the embryonic axis and cotyledons were respectively 0.239 and 0.228 mM.

KEYWORDS: o.-galactosidase, seeds, Dalbergia nigra

Universidade Federal de Vigosa. lannaclicia@gmail.com
Universidade Federal de Vigosa. elborges@ufv.br
Universidade Federal de Vigosa. srezende@ufv.br

Instituto Federal de Minas Gerais. pontesac@gmail.com
Instituto Federal de Minas Gerais. aderlan@yahoo.com.br
Universidade Federal de Vigosa. mari_lopes_@hotmail.com

o o s w e o

465 VOL. 41(4) 2011: 465 - 470



ACTA
AMAZONICA

INTRODUCAO

O interesse no estudo da composi¢ao quimica das sementes
tem aplicagdes tanto nas suas propriedades nutricionais,
bem como na atividade industrial. Neste caso, as enzimas
tém despertado o interesse da industria, principalmente
alimenticia, por apresentar potencial para diversas aplicagdes
biotecnoldgicas (Oliveira et al. 2005; Guimaries et a/. 2001).
Segundo Guimaries ez al. (2001), a enzima a-galactosidase
tem potencial para ser utilizada na hidrélise de oligossacarideos
da série rafinésica do leite de soja.

A enzima o-galactosidase é uma exoglicosidase que
hidrolisa ligacoes glicosidicas a-1,6 de residuos de galactosil
em oligossacarideos da série rafindsica e em polissacarideos
de parede celular (Fujimoto et a/. 2003; Lahuta ez a/. 2000).
Estudos da enzima a-galactosidase tém sido realizados em
sementes florestais durante a germinagio (Guimaries ez al.
2001; Borges er al. 2004 e 2005; Oliveira et al. 2005), em
fungos (Saraswathy ez al. 2007), em folhas (Chrost ez al. 2007)
e em raizes (Bom et al. 1998).

Os oligossacarideos sio fontes primdrias de energia
e substrato para a sintese de novos compostos durante a
embebigio e germinacio das sementes (Edwards ez a/. 1992).
A atividade enzimdtica, especialmente a da a-galactosidase,
aumenta nesta fase (Kontos e Spyropoulos 1996). Em
sementes de Sesbania marginata, as reservas de galactomanano
foram mobilizadas durante o crescimento inicial das plantulas,
tendo sido observado aumento na relacao manose/galactose,
sugerindo que a enzima a-galactosidase seja a hidrolase a

degradar o polissacarideo (Buckeridge e Dietrich 1996).

A espécie Dalbergia nigra, também conhecida como
jacarandd-da-bahia, ¢ nativa da Marta Atlantica, encontrada
nos estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao Paulo
e Minas Gerais (Lorenzi 1992). Neste contexto, os objetivos
deste trabalho foram caracterizar e avaliar a atividade da
enzima o-galactosidase, no eixo embriondrio e nos cotilédones,
de sementes de D. nigra durante a germinagio.

MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi realizado no Laboratério de Andlise de
Sementes Florestais (LASF) do Departamento de Engenharia
Florestal da Universidade Federal de Vicosa. As sementes de
D. nigra foram colhidas no estddio final de maturagio em
Vigosa, MG, e colocadas em placas de Petri com 9 cm de
didmetro sobre duas folhas de papel filtro tipo Germitest,
umedecidas com dgua destilada, mantidas em germinador
com temperatura constante de 25°C proporcionada por
quatro lampadas tipo fluorescente de 40 W cada, tipo luz do
dia especial, pelo periodo de 10 dias. Foram utilizadas cinco
repetigoes de 20 sementes para acompanhar a porcentagem de
germinagio. Foram consideradas germinadas as sementes que

Avaliagdo da concentragdo de proteinas e da atividade de
o-galactosidases nos cotilédones e no eixo embriondrio de
sementes de Dalbergia nigra durante a germinagao.

apresentaram protrusio da radicula (Marques ez al. 2002). A
cada 24 horas, foram retiradas amostras e as sementes foram
dissecadas em cotilédone e eixo embriondrio. A extracio da
enzima e a determinagio da sua atividade foram feitas segundo
metodologia descrita por Viana (2002). Foram utilizados
100 mg de amostra fresca para cada uma das trés repetigoes,
maceradas separadamente em gral de porcelana com 1,5 mL
de tampao acetato de sédio 100 mM pH 5,0 e centrifugado
a 24.000 xg por 20 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi
utilizado para a determinagio da atividade enzimdtica e da
concentrac¢io de proteinas soltveis. Para a caracterizagao
enzimdtica, o extrato foi preparado nas sementes com 24
horas de embebigio.

O teor de proteinas foi determinado pelo método de
Bradford (1976) utilizando-se curva padrio construida com
albumina sérica bovina (BSA).

O ensaio-padrio para detectar a atividade da enzima
foi realizado em sementes com sete dias de germinagao,
correspondendo aquelas que ndo mostravam protrusio de
radicula. Utilizou-se de 700 uL de tampao de extragio, 250
pL p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (p-NPGAL) 2 mM
e 50 pL de extrato enzimdtico. A reagio foi conduzida por 15
minutos em banho termostatizado a 37°C, sendo interrompida
pela adi¢ao de 1,0 mL de solu¢ao de carbonato de sédio 0,5
M. A leitura da absorvéncia foi feita no comprimento de onda
de 410 nm. Os valores de absorbincia foram transformados em
pM de p-nitrofenol. Uma unidade (U) de enzima foi definida
como a quantidade de enzima necessdria para produzir 1,0
pmol de p-nitrofenol por minuto.

A influéncia do pH na atividade da enzima foi avaliada na
faixa de 3,0 a 8,0, com intervalos de 0,5 unidade, utilizando-
se tampoes Mcllvaine (1921), e mantendo-se as mesmas
condi¢oes do ensaio-padrio.

Os ensaios de temperatura foram feitos no intervalo de
10 °oC a 75 °C, com intervalos de 5 unidades, utilizando-se
tampio Mcllvaine pH 5,0 (4cido citrico 0,1 mM/fosfato
de sédio 0,2 mM) mantendo-se as mesmas condicoes do
ensaio-padrio.

Os efeitos dos fons, agentes redutores e agicares foram
avaliados utilizando-se 200 pL de solucoes de 10 mM de
MgCl,, CaCl,, KCl, CuSO,, NaCl, 8-mercaptoetanol, lactose,
D-galactose, D-glicose, sacarose, rafinose, melibiose, 4cido
etilenodiaminotetraacético (EDTA). A solucio contendo
tampao, enzima e efetores foi incubada por 15 minutos a
37 °C e, em seguida, foi acrescentado o substrato e a reacio
conduzida, mantendo-se as mesmas condicbes do ensaio-
padrio.

As constantes de Michaelis-Menten K, e V__ foram

determinadas utilizando as concentracées finais de 0,032;
0,064; 0,118; 0,192; 0,32; 0,64; 0,8, 1,28; 1,6 e 2,0 mM
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de p-NPGAL. Os valores de K, e V _foram calculados por
meio da curva de velocidade, em fun¢io da concentragao
de substrato, curva de Michaelis-Menten. Foi utilizado o
programa Statistica versio 6 (StatSoft 2001).

O experimento foi montado no delineamento inteiramente
ao acaso. Foram utilizadas trés repeticoes e a leitura da
atividade foi feita em triplicatas. Os dados foram submetidos
a andlise de variincia e a regressio. Os dados referentes aos
efetores foram submetidos a anélise de varidncia e ao teste de
média. Nos casos em que nio se encontrou modelo adequado
para os dados, calculou-se o erro padrao da média para cada
ponto. Todas as andlises foram feitas a 5% de significAncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinacdo das sementes de D. nigra apresentou
aumento expressivo a partir do quinto dia de embebicio,
chegando a 90% em nove dias (Figura 1). Borges e Borges
(1996) encontraram 64% de germinagio para a mesma
espécie. Utilizando a mesma espécie, Andrade er al. (2006)
encontraram 70% de germinagio ao final de 30 dias de andlise.
Como as sementes do presente trabalho e de Borges e Borges
(1996) tiveram a mesma procedéncia, debita-se & época de
colheita a varia¢io na viabilidade das sementes. Acrescente-se
a procedéncia as variagoes em relagao 2 Andrade ez a/. (2000).

As atividades da enzima o-galactosidase, no eixo
embriondrio e nos cotilédones, de sementes de D. nigra
durante o periodo analisado podem ser observadas na Figura 2.
Nao se detectou presenca da a-galactosidase no eixo quando a
semente estava seca. Ocorreu aumento acentuado na atividade
da enzima no embrido nos primeiros trés dias, decrescendo a
valores préximos daqueles dos cotilédones, que permaneceram
baixos durante todo o tempo de avaliagio. A atividade
nos cotilédones aumentou no primeiro dia e praticamente
estabilizou, sem maiores variagoes, até o sétimo dia. Desta
forma, a quantificagio de atividade na avalia¢io de alteragoes
nas reservas de galactomanano ou extragio da enzima, visando

% germinagéo

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo de embebicédo (dias)

Figura 1 - Porcentagem de germinagédo cumulativa de sementes de Dalbergia
nigra ao longo do tempo.

Avaliacdo da concentragdo de proteinas e da atividade de
a-galactosidases nos cotilédones e no eixo embriondrio de
sementes de Dalbergia nigra durante a germinagao.
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Figura 2 - Atividade especifica de o-galactosidase, no eixo embrionario e
nos cotilédones, de sementes de Dalbergia nigra durante a germinagdo. As
barras indicam o erro padrao.

seu aproveitamento industrial, deve ser feita no eixo nos
primeiros trés dias de germinagio. Resultado semelhante ao
encontrado neste trabalho foi obtido por Borges ez al. (2004),
em sementes de Platymiscium pubescens. Nos cotilédones de
sementes de Caesalpinia peltophoroides nio foi detectada queda
na atividade da a-galactosidase durante o periodo analisado
(Borges et al. 2005). Em sementes de Tachigali multijuga, a
atividade mdxima de o-galactosidase foi detectada em 108
horas de embebicao (Fialho 2007).

Observou-se que os teores de proteina presentes no eixo
embriondrio e nos cotilédones nao diferiram significativamente
ao longo do periodo analisado, porém houve diferenca
significativa entre o eixo e os cotilédones. Os teores no eixo
embriondrio foram de 3,54 mg mL" nas sementes secas e de
2,34 mg mL! em 24 horas de embebigio, permanecendo
decrescente até o terceiro dia e voltando a aumentar no quarto
dia da andlise. O teor de proteina nos cotilédones aumentou a
partir do quinto dia de embebicio, alcan¢ando valores maiores
que os encontrados no eixo embriondrio (Figura 3).

Proteinas (mg/ mL)

0 1 2 3 < 5 6 7
Tempo de embebig&o (dias)

Figura 3 - Teor de proteina no eixo embriondrio (e) € nos cotilédones (o) de
sementes de Dalbergia nigra durante a germinagao.
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A mobilizacdo de reservas de proteinas em sementes
estd relacionada com o processo de desenvolvimento
da plantula (Buckeridge ez a/. 2004). Assim, a partir da
embebicio, ocorrem hidrélise e mobilizacao destas reservas
dos cotilédones para o eixo em desenvolvimento. No entanto,
nos cotilédones de sementes de D. nigra, observa-se que estd
ocorrendo actimulo destas reservas (Figura 3). Provavelmente,
a proteina dos cotilédones nao esteja sendo utilizada no
eixo embriondrio, pois af o seu teor ¢ suficiente para manter
seu crescimento. Resultado semelhante foi observado em
sementes de Apuleia leiocarpa e C. peltophoroides, em que os
teores médios de proteinas no eixo embriondrio nio diferiram
significativamente durante o periodo de embebicao, enquanto
nos cotilédones houve significativo acimulo (Pontes ez al.
2002; Borges er al. 2005). Em sementes de Erythrina velutina e
de Euphorbia heterophylla, o contetido de proteina cotiledonar
soltivel decresceu durante a germinagio e o crescimento da

plantula (Oliveira ez al. 1998; Suda e Giorgini 2000).

A Figura 4A mostra os resultados da atividade da enzima
em relagio a variagdo do pH. Percebe-se que a faixa de maior
atividade da enzima no eixo embriondrio e nos cotilédones
foi entre 5,0 e 6,0. A atividade no eixo embriondrio foi
significativamente maior que nos cotilédones. O eixo
embriondrio é a regido de intenso crescimento meristemdtico
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Figura 4 - Efeito do pH (A) e da temperatura (B) na atividade de a-galactosidade
no eixo embrionario (e) € nos cotilédones (o) de sementes de Dalbergia nigra.

Avaliagdo da concentragdo de proteinas e da atividade de
o-galactosidases nos cotilédones e no eixo embriondrio de
sementes de Dalbergia nigra durante a germinagao.

e, isso pode explicar a maior atividade da a-galactosidase
em relagio aos cotilédones. Em sementes de P pubescens, as
atividades mdximas das enzimas do eixo embriondrio e dos
cotilédones estiveram na faixa de pH entre 4,5 ¢ 6,0 (Borges er
al. 2004). Guimaries et al. (2001) demonstraram que a faixa
de pH de maior atividade da mesma enzima foi entre 5,0 e
5,5 em sementes de Glycine max, alcangando 6,0, conforme
Viana (2002). J4 em sementes de C. peltophoroides, o pH de
maior atividade nos cotilédones foi na faixa de 4,0 a 5,0 e
no eixo embriondrio de 5,5 a 6,0 (Borges ez al. 2005). Para
a o-galactosidase purificada, o pH de médxima atividade da
enzima foi de 4,5 para uma fragio e de 6,0 para a outra, em
sementes de Castanea sativa (Dey 1981).

O aumento da temperatura resultou no aumento na
atividade da a-galactosidase até a temperatura de 50 °C a 60°C
para o eixo embriondrio e de 50 °C nos cotilédones (Figura
4B). Borges et al. (2004) observaram que com o aumento da
temperatura houve aumento na atividade da a-galactosidase
do eixo embriondrio de sementes de P pubescens, com maior
atividade em 55 °C, enquanto nos cotilédones a temperatura
ficou na faixa de 50 a 55 °C. Viana (2002) e Guimaries et a/.
(2001) obtiveram as maiores atividades para o-galactosidase
nas faixas de 45 a 50 °C e 40 a 55 °C para as sementes G. max
, variedades Doko e CAC-1, respectivamente.

Os efeitos dos efetores na atividade da a-galactosidase no
eixo embriondrio encontram-se na Figura 5A. A atividade da
enzima foi inibida significativamente por {§-mercaptoetanol
e CuSO, e, em menor extensio, por galactose, EDTA e
rafinose. Glicose e sacarose estimularam a atividade da enzima,
porém ndo apresentaram diferencas significativas entre si. Os
sais de cloreto de cdlcio, de potdssio e de magnésio também
tiveram efeito positivo na atividade, formando um grupo
distinto. A lactose foi a responsdvel pela maior atividade da
enzima. Nos cotilédones, a atividade da enzima foi inibida por
3-mercaptoetanol e CuSO, (Figura 5B). Os demais efetores
apresentaram atividade superior ao do substrato pNP-0-Gal. A
inibi¢ao da a-galactosidase por fons, nos eixos embriondrios e
nos cotilédones, sugere reagio que envolve grupos carboxilicos,
ou grupo amino e imidazol da histidina no sitio ativo da
enzima (Dey e Pridam 1972).

O B-mercaptoetanol é um agente redutor que promove a
reducio das pontes de enxofre, formadas pelos grupamentos
sulfidrilas de cisteinas, presentes na enzima, promovendo
sua inibigdo. Deste modo os resultados sugerem que a alfa-
galactosidase de D. nigra apresenta grupos sulfidrilas que sio
essenciais a catdlise. O fon Cu®* é um conhecido inibidor
irreversivel de enzimas por reagir formando complexos com

a mesma (Falkoski ez a/. 2006).

Atividade da a-galactosidase em sementes de C.
peltophoroides foi inibida por SDS, CuSO,, galactose e

melibiose em ambos os compartimentos da semente (Borges
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Figura 5 - Efetores da atividade de o-galactosidade no eixo embrionario
(A) e nos catilédones (B) de sementes de Dalbergia nigra. Médias seguidas
pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de média a 5%
de significancia. As barras referentes ao p-NPGal representam 0s ensaios
controle realizados somente com a presenga de substrato e sem efetores.

etal. 2005). O efeito dos efetores em sementes de P pubescens
foi distinto entre cotilédones e eixo embriondrio (Borges ¢
al. 2004). Segundo Oliveira ez al. (2005), o cobre inibiu
fortemente a atividade da o-galactosidase C2 e totalmente
da C1 em sementes de 2 pubescens, bem como em sementes
de Vicia sativa e de Prumus amygdalus (Dey e Pridham 1972).

Osvaloresde K|, eV, do eixo embriondrio e cotilédones
foram de 0,239 mM e 0,228 mM, e 0,0053 ¢ 0,0051 mM
min’, respectivamente. Em sementes de C. peltophoroides,
os valores de K,, para eixo e cotilédones foram 1,74 e 2,64
mM, respectivamente. Segundo os autores, provavelmente
sao enzimas distintas (Borges ez a/. 2005). Os valores de K,
encontrados para os compartimentos de sementes de D. nigra
foram bem préximos, o que pode indicar que as enzimas sejam
as mesmas, diferentemente do encontrado no trabalho com
sementes de C. peltophoroides e I pubescens em que os valores
de K, foram diferentes entre o eixo e os cotilédones, indicando
que as enzimas sdo distintas (Borges ez a/. 2004, 2005).

Avaliacdo da concentragdo de proteinas e da atividade de
a-galactosidases nos cotilédones e no eixo embriondrio de
sementes de Dalbergia nigra durante a germinagao.

CONCLUSOES

A o-galactosidase estd presente nos cotilédones de sementes
secas; e no eixo embriondrio, a enzima ¢ detectada a partir
da embebicio.

A atividade especifica da a-galactosidase em sementes
de D. nigra aumenta com o inicio da embebicio, tanto nos
cotilédones como no eixo embriondrio.

A atividade da a-galactosidase foi méxima na temperatura
de 50 a 60 °C no eixo embriondrio e 50 °C nos cotilédones.

O pH 5,5 foi o de mdxima atividade para o eixo
embriondrio e os cotilédones.

O CuSO, e o B-mercaptoetanol inibiram a atividade da
a-galactosidase em ambos os compartimentos da semente.
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