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RESUMO

Com este trabalho, objetivou-se verificar aagdo da celulase sobre a decomposi¢édo do pergaminho das sementes de cafeeiro.
Foram implantados dois experimentos, sendo o primeiro, realizado em condigdesin vitro. Constituido por trés ensaios para avaliar
0s efeitos das concentragBes da enzima, do substrato e sacarificagdo enzimética do pergaminho. O segundo, foi realizado em condi¢des
in vivo, com imersdo das sementes de cafeeiro em solucao de celulase na concentracdo de 1,6 g.L* em tampéo citrato de potassio 0,05
mol.L . Observou-se que a quantidade de agucar liberadoin vitro foi diretamente relacionada com a concentrago de enzima, e que
houve aumento expressivo e linear na quantidade de agUcares redutores liberados nas duas concentragdes (1,6 e 3,2 g.L%) amedida que
se aumentou o tempo de incubagdo das amostras de substrato (pergaminho) com a solugdo enzimética. Foi verificado também, nos
testes de germinagdo e emergéncia, que as sementes sem pergaminho apresentam maiores indices de vel ocidade e porcentagem de
germinagdo e emergéncia comparado as sementes com pergaminho e que a celulase nesta concentragdo ainda ndo proporciona aumento
na velocidade de germinag8o das sementes, necessitando-se de concentragfes mais elevadas.

Termos para indexacgéo: Coffea arabica L., enzima, tempo de imerséo.

ABSTRACT

This paper aimed to verify the action of cellulase on the decomposition of parchment of coffee seeds. For this purpose two
experiments were conducted and the first, was realized in vitro conditions, containing of three assays (effect of the concentration of
the enzyme, effect of the concentration of the substrate and enzyme scarification of the parchment). The second was made in vitro
conditions soaking of coffee seedsin a cellulase solution at the concentration of 1.6 g.L* in 0.05 M potassium citrate buffer. It was
found that the amount of sugar released was directly related with the enzyme concentration and that there was a linear and marked
increase in the amount of reducing sugars released at the concentrations (1.6 and 3.2 g.L1) well asincubation time of the substrate
samples (parchment) with the increase of enzyme solution. It was also found that that the parchmentless seeds presented increase in
the germination and emergence velocity index, germination and emergence percentage as compared with the seeds with a parchment
and that cellulase at this concentration do not provide any increase in germination velocity of seeds, being needed higher concentrations.

Index terms: Coffea arabica L.; enzyme, soaking time.

(Recebido para publicagdo em 13 de janeiro de 2004 e aprovado em 7 de julho de 2005)

desenvolvimento das mudas.

INTRODUGAO _ _ _
A regido sul do Estado de Minas Gerais, segundo

Além da dificil conservacdo durante o
armazenamento, as sementes de café germinam de maneira
lenta e desuniforme, trazendo transtornos aos produtores
de mudas em muitas regifes, principalmente em Minas
Gerais, Estado de grande expressdo na cultura do cafeeiro,
cuja época de semeadura, na maioria das vezes, coincide
com o periodo de temperaturas mais baixas, retardando o

Nechet (1999), destaca-se como sendo a maior produtora
de café do Pais, contribuindo com cerca de 34% da
producéo nacional. Anualmente, a participacdo relativa
meédia do café no valor total das exportagles brasileiras,
incluindo os produtos basicos e os produtos
industrializados, € de aproximadamente 5% (ANUARIO...,
1997).
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Diante deste fato, torna-se fundamental mente
importante o desenvolvimento de técnicas que permitam a
germinacdo mais rgpida e uniforme das sementes, o que
levara a ganhos significativos no tempo de obtengéo das
mudas e seu estabel ecimento mais rapido no campo, menor
indice de replanta, além de permitir maior uniformidade no
desenvolvimento dalavoura e um retorno mais rapido dos
investimentos.

A dificil digestdo do pergaminho é devida a sua
constitui¢cdo que contém celulose, que € um componente
béasico da parede celular e um dos compostos mais
abundantes na natureza. E um composto constituido de
residuos de glicose unidos por ligagdes glicosidicas do
tipo b-1,4. Namaioria das vezes, ela se encontra associada
com outros polissacarideos como hemicelulose, pectinae
lignina, dificultando sua degradacdo (MARCONDES et dl.,
1983).

A hidrdlise da celulose pode ser realizada por meio
de tratamentos &cidos ou basicos e, ainda, por acdo de
enzimas celulaliticas produzidas pela flora microbiana,
como pelos fungos Trichoderma viride, Trichoderma reesei
(MARCONDES et al., 1983), por Aspergilus sp, pela
bactériaruminal celuloliticaClostridium cellobioparume,
ainda possivelmente, por outros tipos de organismos como
térmitas (cupins) (HOWARD & ELLIOTTI, 1988).

De acordo com Howard & Elliotti (1988),
tratamentos de sementes de Euonymus americanus com
fluido ruminal contendo Clostridium cellobioparum
tiveram sua germinacdo aumentada substancial mente, pelo
fato deste microrganismo sintetizar endocelulase, o que
favoreceu a embebicéo e, conseqlientemente, a germinacéo
das sementes.

Com este trabalho objetivou-se estudar atividades
in vitro da enzima celulase sobre a decomposi¢do do
endocarpo das sementes, visando aumentar a velocidade
de germinagdo e conseqiientemente reduzir o periodo de
formacdo de mudas de cafeeiro.

MATERIAL E METODOS

Foram redlizados dois experimentos com afinalidade
de se conhecer as atividadesin vitro ein vivo: o primeiro
foi composto por trés ensaios, sendo utilizados
pergaminhos retirados manualmente de sementes da
cultivar Acaiado Cerrado, colhidas na Estaggo Experimental
da EPAMIG, no municipio de Lavras, MG, no ano de 2001.
Estes foram macerados em nitrogénio liquido e para a
avaliagdo da atividade enzimética foi utilizada metodologia
de Howard & Elliott (1988).

Para avaliar o efeito da concentraco da enzima
celulase sobre a velocidade de degradacéo, foram testadas
nove concentractes de celulase de Aspergillus niger,
(SIGMA): 0,0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2; 6,4 € 12,8 gramas da
enzima por litro da solugdo tampéo citrato de potassio 0,05
mol.L2, pH 4,8. Em seguida, foram retiradas aliquotas de
100 mL da solugdo enzimética e colocadas em tubos de
ensaio contendo 6 mg de pergaminho. Na seqiiéncia,
colocou-se amistura em banho-maria a 50°C por 30 minutos.
Posteriormente, adicionou-se 1 mL de solugdo de acido 3,5
dinitrossalicilico (DNS). Por fim, foi adicionado 1,4 mL de
agua destilada e, as leituras espectrofotomeétricas em
nimero de quatro repeticdes por tratamento, realizadas
imediatamente a 540 nm para a quantificagéo de aglcares
redutores.

O efeito da concentracdo de substrato (pergaminho)
sobre a atividade da enzima celulase foi realizado através
de aliquotas de 100 mL da solugdo daenzima celulase (1,6
g de enzimapor litro de tamp&o citrato 0,05 mol.L*apH 4,8,
guantidade esta estabelecida por testes preliminares) e
adicionadas em tubos de ensaio contendo 10, 20, 40 e 80
mg do macerado de pergaminho. A seguir, colocou-se a
mistura em banho-maria a 50°C por 30 minutos.
Posteriormente, acrescentou-se 1 mL de solucgo de &cido
3,5 dinitrossalicilico (DNS). Acrescentou-se 1,4 mL de &gua
destilada e em seguida, procederam leituras a 540 nm, em
nimero de quatro repetices por tratamento, para a
determinacdo de agUcares redutores presentes no meio de
reacao.

Na sacarificagdo enzimédtica do pergaminho, foram
tomadas 6 mg do substrato pergaminho em tubos de ensaio
e acrescentadas aliquotas de 100 mL de solugfes
enziméticas (1,6 e 3,2 g.L ™), preparadas em tampéo citrato
de potassio 0,05 mol.L%, pH 4,8 e incubadas em banho-
maria a temperatura de 50°C por diferentes intervalos de
tempo (0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; e 10 horas).
Acrescentou-se 1 mL de DNS. Foi adicionado 1,4 mL de
agua destilada sendo a atividade celulasica determinada
espectrofotometricamente a 540 nm pelo método do DNS,
em quatro repeticles por tratamento, para a quantificacdo
de agUcares redutores.

No segundoexperimento, sementes de cafeeiro com
e sem pergaminho, da cultivar Acaid do Cerrado, foram
imersas em diferentes tempos e soluctes de celulase com
0 objetivo de se diminuir o tempo de germinacdo das
sementes. Em seguida, as sementes foram submetidas aos
testes de germinagdo e vigor. O teste de germinacéo
conduzido com 4 repeticdes de 50 sementes foi feito em
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rolos de papel “germitest” umedecidos com agua
destilada ha quantidade de 2,5 vezes o peso do papel e
manti das em cdmaras de germinaco, sob luz constante
e temperatura de 30°C. Foi calculado, além da
porcentagem de germinagdo (plantulas normais), o IVG
(indice de Vel ocidade de Germinag&o). Paraisto fez-se
contagens diarias, computando-se o numero de
sementes que apresentavam inicio de protrusdo da
radicula (plantulas normais) para adeterminagéo do IVG,
que foi calculado segundo aférmulade Maguirre (1962).
A porcentagem de germinagéo foi obtida apos 60 dias
de semeadura, computando-se o0 nimero de plantulas
normais, segundo as Regras paraAnalise de Sementes
(BRASIL, 1992).

Para a determinag&o do indice de Velocidade de
Emergéncia e da porcentagem de emergéncia, as sementes
em quatro repeticdes de 50 sementes, foram semeadas em
bandejas pléasticas, contendo uma mistura de terrae areia
em proporcdes iguais. Foram feitas contagens didrias do
ndmero de plantulas emergidas, sendo consideradas
emergidas plantulas com os cotilédones e o endosperma
emersos do solo (estadio de muda ou seedling, fase
“palito”). O IVEfoi calculado damesmaformaqueo VG,
de acordo com a formula de Maguirre (1962) e a
porcentagem de emergéncia (plantulas normais) apos
completa estabilizacdo do estande, aos 80 dias de
semeadura.

Tanto na determinacdo do 1VG quanto IVE, o
delineamento experimental foi em blocos casualisados, no
esguema fatorial com quatro repetices de 50 sementes,
compreendendo-se 0s seguintes tratamentos. dois tipos
de sementes (com e sem pergaminho), trés substéncias de
imersdo [celulase de Aspergillus niger (1,6 g.L 1 em tampéo
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citrato de potéssio 0,05 mol.L%, pH 4,8), tamp&o citrato de
potassio e somente em agua destilada] e cinco tempos (0,
24, 48, 72 e 144 horas de imersdo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela Figura l1a observa-se que a quantidade de
aclcar liberado foi diretamente relacionada com a
concentracdo de enzima, sendo que em concentragdes mais
elevadas, aumentou-se de maneira acentuada a quantidade
de aclcares redutores produzidos. Estes resultados estéo
de acordo com Howard & Elliott (1988). Os autores
trabalharam com sementes de Euonymus americanus e
verificaram que a quantidade de aglicar redutor liberado de
sementes estava diretamente relacionada com
concentragdo de enzima da solugdo enzimatica.

Verificou-se que na concentragdo de substrato de
20 mg, houve maior atividade da enzima (Figura 1b). Na
concentracdo de 46,62 mg de substrato, houve um
decréscimo acentuado, provavelmente devido a uma
inibi¢do parcia da enzima e na concentragdo de 80 mg houve
tendéncia de estabilizacdo, devido a saturagéo dos sitios
ativos.

Verifica-se pela Figura 2, que houve aumento
expressivo e linear na quantidade de agUcares redutores
liberados nas duas concentragfes (1,6 e 3,2 g.L %) amedida
gue se aumentou o tempo de incubago das amostras de
substrato (pergaminho) na presenca da solucéo enzimatica
(Figura 2). Nota-se também que houve maior atividade
enzimatica quando se utilizou a maior concentragéo, no
caso, 3,2 g.L . Howard & Elliott (1988) constataram que
houve aumento na quantidade de aglcares redutores com
0 aumento do tempo de contato entre sementes e extratos
enzimaticos.
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FIGURA 1 - Efeito da concentragdo de enzima sobre a velocidade da reacéo (a) e da quantidade do substrato sobre a
velocidade da reacéo (b), em pergaminho de sementes de cafeeiro.
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FIGURA 2 - Sacarificag8o enziméatica do pergaminho de
sementes de cafeeiro em solugcdo de celulase em
concentracBesde 1,6 g.L'e3,2g.L %

Foi verificado que em sementes com pergaminho
imersas em celulase no tempo de 72 horas houve maior
IV G do que naguelas imersas em agua e tampéo (Tabela 1).
No tempo de 144 horas, as sementes imersas em agua
apresentaram maior 1VG, embora nédo tenha diferido

daquelas imersas em agua, mas foi estatisticamente
superior as imersas em solugdo tamp&o. Guimaraes (2000)
constatou que sementes de cafeeiro imersas em agua por
8 dias a 30°C proporcionou aumentos nas taxas de
germinacdo. Neste mesmo sentido, Camargo (1998)
verificou que o VG aumentou de 1,34 no tratamento
controle para 2,72 em sementes imersas em agua por 9
dias.

Verifica-se que sementes sem endocarpo
apresentaram |V G superior as sementes com endocarpo
em todas as solucdes de imersdo analisadas (Tabela 1).
Estes resultados confirmam os obtidos por Franca (1970),
Guimaraes (1995) e Rena & Maestri (1986), que verificaram
gue aretirada manual do endocarpo da semente € uma
pratica que contribui para acelerar a germinacao de
sementes de cafeeiro. Segundo Lima (1999), sementes de
cafeeiro com endocarpo absorvem menor quantidade de
&gua em relagdo as sementes sem endocarpo. O maior IVG
ocorreu em sementes imersas por 144 horas, independente
da solucdo utilizada, evidenciando que aimersdo por um
periodo mais longo faz com que as sementes passem pelas
fases iniciais da germinacdo mais rapidamente que as ndo
imersas, ocorrendo a protrusdo daradicula mais rapida.
De umamaneirageral, foi verificado um aumento partindo
da auséncia de imersdo (0 hora) até 144 horas nas trés
solugBes avaliadas.

TABELA 1- indice de velocidade de germinagao (IVG) em sementes de cafeeiro apds aimersio por diferentes periodos
em solucéo de celulase (1,6 g.L 1), tampao citrato de potassio 0,05 M e agua.

Tempo deimersdo (h)

TS*  Soluco
0 24 48 72 144 Média
Celulase 0,13 Aa" 0,05 Aa 0,17 Aa 0,34 Aa 0,24 Aab 0,19a
ce Tampao 0,10 Aa 0,09 Ab 0,05 Aa 0,05 Ab 0,10 Ab 0,07 a
Agua 0,07 Ba 0,04 Bb 0,06 Ba 0,09 Bab 0,43 Aa 0,14 a
Média 0,10 AB(b) 0,06 B(b) 0,09AB(b) 0,16 AB(b) 0,26 A(b) 0,13 (b)
Celulase 4,61 Ca 5,18 Ba 5,38 Bab 5,39 Bb 6,11 Ab 533b
o Tampdo 4,63 Da 4,89 CDb 5,19 Cb 5,74 Ba 6,45 Aa 538b
Agua 4,81 Ca 4,99 Cab 5,52 Ba 5,79 Ba 6,68 Aa 5,56 a
Média 4,68 E(a) 5,02 D(a) 5,36 C(a) 5,64 B(a) 6,41 A(a) 5,42 (a)

X Tipo de semente (CE, com endocarpo; SE, sem endocarpo). Y Médias seguidas pela mesma letra maidscula na
horizontal e minUscula na vertical dentro de cadatipo de semente, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade. L etras entre parénteses deverdo ser comparadas apenas entre tipos de sementes dentro de cada

tempo de imers3o.
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Observa-se que sementes com endocarpo
apresentaram porcentagem de germinacéo inferior as
sementes sem endocarpo (Tabela 2), em razdo dabarreira
natural exercidapel o endocarpo quedificultaaentradade
agua, refletindo também navel ocidade de germinacéo das
sementes de cafeeiro. Sementes com endocarpo imersas
em celulase por 48 e 144 horas e em agua por 144 horas,
apresentaram porcentagens de germinagdo superiores. Em
sementes sem endocarpo néo foram verificadas diferencas
entre os tempos de imersao e solucdes de imersdo.

Em sementes com endocarpo (Figura 3), ndo houve
efeito significativo da solucdo deimersdo sobreo IVE, em
cadatempo deimersdo analisado, o que ndo foi observado
para sementes sem endocarpo, em que asimersas em agua
no tempo de 24 horas de imersao apresentaram em média,

maior 1V E, seguido do tamp&o e por Ultimo celulase.

O IVE foi maior em sementes sem 0 pergaminho
(Figura4). Como verificado neste tipo de sementes, asque
foram imersas em &gua se destacaram, apresentando
melhoresindicesdeemergénciaem 24 horasdeimersdo eo
maior |V E das sementes sem endocarpo foi obtido quando
estas foram imersas em agua por 24 horas, e os demais
temposndo diferiram entresi.

Analisando o efeito do tempo de imersdo sobre o
tipo de solugdo em sementes com endocarpo foi verificado
que o tempo exerceu influéncia significativa sobre a
emergéncia das plantulas (Tabela 3). Para sementes sem
endocarpo, apenas aquelasimersas 144 horas em celulase
diferiram estatisticamente dos demai's, apresentando menor
porcentagem de emergéncia.

TABELA 2 - Porcentagem de germinacéo de sementes de cafeeiro apbsimersao por diferentes periodos em solucdo de
celulase (1,6 g.L ), tampdo citrato de potassio 0,05 M e &gua.

Tempo de imersdo (h)

TS®  Solugéo
0 24 48 72 144 Média
Celulase 9,5Ba" 3,5Ba 18,5 Aa 7Ba 18 Ab 11,30 a
CE Tampao 8 Aa 7 Aa 45 Ab 35Aa 6,5Ac 590b
Agua 6 Ba 4 Ba 6 Bb 8,5Ba 33,5Aa 11,60 a
Média 7,83 BC(b) 4,83 B(b) 9,66 B(b) 6,33 BC(b) 19,33 A(b) 9,6 (b)
Celulase 97,0 Aa 98,5 Aa 98,5 Aa 96,0 Aa 97,5 Aa 97,5a
SE Tampao 97,0 Aa 97,0 Aa 97,0 Aa 98 Aa 99 Aa 976 a
Agua 96,5 Aa 98,0 Aa 99,5 Aa 99,5 Aa 98,5 Aa 984 a
Média 96,83 A(® 97,83 A(a) 98,33 A(a) 97,83 A(® 98,33 A(a) 97,83 (a)

X Tipo de semente (CE, com endocarpo; SE, sem endocarpo). ¥ Médias seguidas pela mesma letra maiGscula na
horizontal e mintsculanavertical dentro de cadatipo de semente, ndo diferem entre si pel o teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade. L etras entre parénteses deverdo ser comparadas apenas entre tipos de sementes dentro de cada
tempo deimersdo.

0,9 -
0,8 4
0,7 1
0,6 -
0,5 -
0,4 1
0,3 1
0,2 1
0,1 1

0 -

m Celulase
Tampé&o
m Agua
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Tempo de Imerséo (h)

FIGURA 3 — indice de Vel ocidade de Emergéncia (1V E) de sementes de cafeeiro com pergaminho apds aimersio por
diferentes periodos em solugdo de celulase, tamp&o citrato de potéssio e dgua. M édias seguidas pela mesmaletra
maiUscula entre tempos de imersdo dentro de cada substéancia e mindsculas entre substancias dentro de cada tempo
de imersdo ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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FIGURA 4 — indice de Vel ocidade de Emergéncia (IVE) de sementes de cafeeiro sem pergaminho apds aimers3o por
diferentes periodos em solucgéo de celulase, tampéo citrato de potassio e agua. “Médias seguidas pela mesma letra
mai Uscul a entre tempos de imersao dentro de cada substancia e mintscul as entre substancias dentro de cadatempo de
imersdo ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

TABELA 3 - Porcentagem de emergénciade plantul as de cafeeiro apdsimersdo por diferentes periodos em solucéo
decelulase (1,6 g.L 1), tampdo citrato de potassio 0,05 M e daagua.

Tempo de imersdo (h)

TS®  Solugdo
0 24 48 72 144 Média
Celulase 90 Aa" 31,5Dc 65 Bb 46 Ca 90 Aa 645b
CE Tqmpéo 88 Aa 64 Cb 91 Aa 50 Da 80,25 Bb 74,65 a
Agua 73Cb 88 Aa 47 Dc 41 Eb 80 Bb 65,8 b
Meédia 83,66 A(b) 61,16 C(b) 67,66 B(b) 4566D(b) 83,41A(b) 68,31(b)
Celulase 98 Aab 98 Aa 98 Aa 98 Aa 82Bb 94,8 b
SE Tqmpéo 94 Ab 97 Aa 97 Aa 98 Aa 94 Aa 96,0b
Agua 100 Aa 100 Aa 98 ABa 100 Aa 94 Ba 98,4 a
Média  97,33A(8) 9833A(a) 9766A(d 9866A(d)  90,0B(a) 96,4(a)

XTipo de semente (CE, com endocarpo; SE, sem endocarpo) ¥ M édi as segui das pelamesmal etramai Usculana horizontal
e minuscula na vertical dentro de cada tipo de semente, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. L etras entre parénteses dever&o ser comparadas apenas entre tipos de sementes dentro de cada tempo
deimersao.

as sementes com pergaminho; a celulase na concentracéo

CONCLUSOES . .
de 1,6 g.L* ndo proporcionou aumento da vel ocidade de

Diante dos resultados, conclui-se que a hidrolise
do pergaminho das sementes do cafeeiro in vitro €
diretamente proporcional a concentragdo da solucao de
celulase; a hidrélise do pergaminho das sementes do
cafeeiro cresce linearmente em funcéo do tempo de
exposi a0 asolucdo de celulase; sementes sem pergaminho
apresentammaiores| VG I VE, germinacdo eemergénciaque

germinagdo das sementes.
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