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INTRODUÇÃO

A pesquisa a respeito da utilização de testes de 
vigor, para se avaliar a qualidade fisiológica de semen-
tes florestais, tem crescido nos últimos anos, devido 
à objetividade e rapidez com que são conduzidos e 
à obtenção de respostas de forma segura e eficiente. 

O teste de envelhecimento acelerado foi desen-
volvido por Delouche (1965) e baseia-se no princípio 
de que sementes submetidas a temperatura e umidade 
relativa elevadas têm a deterioração aumentada, re-
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sultando na queda de sua qualidade. Desta forma, o 
estudo dos mecanismos de envelhecimento de semen-
tes e a determinação de indicadores de sua qualidade 
podem resultar em benefícios para a preservação da 
biodiversidade genética das espécies, em bancos de 
germoplasma (Mira et al. 2011).

Em sementes mais deterioradas, há menor 
integridade das membranas e, como consequência, 
ocorre o extravasamento do conteúdo celular para 
o meio, constatado pelo aumento da quantidade de 
lixiviados, durante o processo de embebição (Kruse et 
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O teste de envelhecimento acelerado é utilizado para 
avaliar o vigor e a qualidade de sementes. O presente trabalho 
teve como objetivo investigar e estabelecer relações entre a 
deterioração, alterações fisiológicas e atividade da enzima 
catalase, durante o envelhecimento artificial de sementes de 
Pterogyne nitens. Para tanto, sementes de P. nitens sem e com 
superação da dormência, por meio da aplicação de ácido sulfúrico 
concentrado (95-99%), durante 10 minutos, foram submetidas 
ao teste de envelhecimento acelerado, por 0, 24, 48 e 72 horas, 
determinando-se a percentagem de germinação, peroxidação 
de lipídios e atividade da enzima catalase. O envelhecimento 
artificial afetou significativamente a viabilidade e vigor das 
sementes, após prévia superação da dormência, observando-se 
decréscimo na germinação e na atividade da enzima catalase e 
aumento na peroxidação de lipídios, durante o envelhecimento. 
Nas sementes que não tiveram a dormência superada, não foi 
observada relação entre o envelhecimento artificial, alterações 
fisiológicas e atividade da enzima, de forma que a dormência 
atua como um mecanismo protetor do estresse oxidativo nas 
sementes.

PALAVRAS-CHAVE: Deterioração de sementes;  enzima 
catalase; peroxidação de lipídio; germinação.

PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL 
CHANGES IN Pterogyne nitens Tull. SEEDS DURING 

THE ARTIFICIAL AGING PROCESS

The accelerated aging test is usually used to evaluate 
seeds vigor and quality. This study aimed to investigate and 
establish relations among deterioration, physiological changes, 
and catalase enzyme activity, during the artificial aging process 
of Pterogyne nitens seeds. So, P. nitens seeds with and without 
dormancy overcoming, with the application of concentrated 
sulfuric acid (95-99%), for 10 minutes, were exposed to the 
accelerated aging test, for 0, 24, 48, and 72 hours, determining the 
germination percentage, lipids peroxidation, and catalase enzyme 
activity. The artificial aging process significantly affected the 
viability and vigor seeds, after a previous dormancy overcoming, 
with a decrease in germination and catalase enzyme activity 
and an increase in lipids peroxidation, during the aging process. 
For seeds that did not overcome dormancy, no relation among 
artificial aging, physiological changes, and enzyme activity was 
observed, so that dormancy acts as a protective mechanism for 
seeds oxidative stress.

KEY-WORDS: Seeds deterioration; catalase enzyme; lipid 
peroxidation; germination.
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al. 2006). Além disto, na deterioração das sementes, 
há aumento na peroxidação de lipídios, a qual resulta 
em danos à membrana e geração de subprodutos 
tóxicos (Schwember & Bradford 2010). 

O processo de peroxidação lipídica resulta 
na formação do malonaldeído (MDA), produto 
secundário durante a oxidação de ácidos graxos 
poli-insaturados, cuja determinação, em amostras 
biológicas, é indicativa do grau de estresse oxidativo 
presente (Lima & Abdalla 2001).

Em condições fisiológicas normais, o estresse 
oxidativo produzido é combatido por um complexo 
sistema de defesa antioxidante, relacionado ao au-
mento da produção e ativação de metaloenzimas, 
dentre as quais encontra-se a catalase (CAT) (Bowler 
et al. 1992, Scandalios 1993), que catalisa a con-
versão do peróxido de hidrogênio (H2O2) em água 
(H2O), protegendo as células de danos oxidativos 
(Scandalios 2005). Durante o processo de deterio-
ração das sementes, ocorre decréscimo na atividade 
desta enzima, pela sua inativação progressiva ou 
redução e paralisação de sua síntese (Marcos Filho 
2005). Segundo Demirkaya et al. (2010), a diminui-
ção geral na atividade da CAT na semente diminui 
a capacidade respiratória, reduzindo o fornecimento 
de energia (ATP) e assimilados, para a germinação 
da semente. 

Em sementes de Melanoxylon brauna, foram 
observados decréscimos significativos na atividade 
da enzima CAT, no eixo embrionário e nos cotilédo-
nes, durante os envelhecimentos natural e artificial, 
comprovando que o envelhecimento artificial possui 
mecanismo similar ao do envelhecimento natural, 
durante a deterioração em sementes da espécie (Cor-
te et al. 2010). Para Triticum aestivum, a redução 
do vigor das sementes, durante o envelhecimento 
artificial, foi associada à diminuição da atividade 
das enzimas CAT e do superóxido dismutase, rela-
cionadas ao aumento na relação rafinose/sacarose, 
resultantes da deterioração das sementes (Lehner 
et al. 2008).

O amendoim do campo (Pterogyne nitens 
Tull.) é uma espécie florestal perenifólia a semi-
caducifólia, pertencente à família Leguminosae 
Caesalpinoidea, com ocorrência desde o Ceará até o 
oeste do Estado de Santa Catarina, principalmente no 
Cerrado (Silva et al. 1995). Tem sido recomendada 
para reposição de áreas degradadas e arborização de 
vias urbanas e rodovias, devido ao seu alto valor or-
namental (Carvalho 1994), e encontra-se classificada 

como espécie em perigo de extinção (Nogueira et al. 
1986, FAO 1996). Estudos dos processos fisiológicos 
das sementes são o ponto de partida para a utilização 
racional da espécie, fator preponderante para o su-
cesso dos programas de produção das mudas a serem 
utilizadas para os diversos fins. 

Neste contexto, o objetivo do presente tra-
balho foi investigar e estabelecer relações entre a 
deterioração, alterações fisiológicas e atividade da 
enzima catalase, durante o envelhecimento artificial 
de sementes de Pterogyne nitens. 

MATERIAL E MÉTODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratório de 
Análise de Sementes Florestais da Universidade Fe-
deral de Viçosa, com sementes de Pterogyne nitens 
colhidas na região de Viçosa (MG), em abril de 2010. 
Durante o beneficiamento, foram eliminadas as se-
mentes imaturas, deterioradas ou danificadas, sendo 
as remanescentes acondicionadas em sacos plásticos 
e armazenadas em câmara, à temperatura de 20ºC, até 
o momento de se iniciarem as avaliações. 

A superação da dormência tegumentar das 
sementes de P. nitens foi realizada pela aplicação 
de ácido sulfúrico concentrado (95-99%), durante 
10 minutos (Nassif & Perez 1997). Sementes sem 
prévia superação da dormência e sementes com a 
dormência superada foram testadas neste trabalho, 
sendo submetidas ao teste de envelhecimento ace-
lerado. Para tanto, as sementes foram colocadas 
sobre tela de alumínio, em caixas gerbox contendo 
40 mL de água destilada, as quais foram tampadas e 
mantidas em câmara de envelhecimento artificial, à 
temperatura de 40°C e, aproximadamente, 100% de 
umidade relativa do ar, por 24, 48 e 72 horas (T24, T48 
e T72, respectivamente, e testemunha - T0).

Decorridos os períodos de envelhecimento, 
as sementes foram submetidas às seguintes deter-
minações: 

Percentagem de germinação - as sementes fo-
ram tratadas com o fungicida Captan 0,5%, por três 
minutos, e colocadas sobre duas folhas de papel de 
filtro tipo germitest, umedecido com água destilada 
equivalente a 2,5 vezes o seu peso, em placas de Petri, 
sendo mantidas por 10 dias em germinador, a 25°C, 
sob luz constante, proporcionada por quatro lâmpa-
das de 20 W, tipo luz do dia. Foram consideradas 
germinadas as sementes que emitiram raiz (> 2 mm). 
A percentagem de germinação foi determinada pela 
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contagem diária das sementes e os resultados foram 
expressos em percentagem média. Foram utilizadas 
cinco repetições de 20 sementes cada; 

Peroxidação de lipídios - foi avaliada por meio 
da determinação do índice de ácido tiobarbitúrico 
(TBA), segundo Araújo (1995). Para isto, 0,250 g de 
semente seca e moída foram homogeneizados com 
2,0 mL de ácido tricloroacético (TCA). A mistura foi 
combinada com 3 mL de solução TBA 0,5% (p/v) + 
TCA 20% (p/v) e aquecida por 35 minutos, para 
desenvolvimento da coloração. Após resfriamento, 
a peroxidação dos lipídios foi determinada espectro-
fotometricamente, a 532 nm e 600 nm, obtendo-se, 
assim, os valores de absorbância líquida. Os resulta-
dos foram expressos em miligramas de malonaldeído 
(MDA) (mmol g-1 de amostra), após a conversão da 
absorbância (Lehner et al. 2008). Foram utilizadas 
três repetições por tratamento; 

Enzima catalase - determinada pelo ensaio 
contendo 100 µL do extrato enzimático bruto e 
1.400 µL de um meio de reação constituído por 
900 µL de tampão fosfato 50 mM, pH 7,8 e 500 µL 
de H2O2 0,97 M (Hodges et al. 1997). O decréscimo 
na absorbância a 240 nm, na temperatura de 25°C, foi 
medido a cada 10 segundos, durante dois minutos de 
reação. A atividade enzimática foi calculada utilizan-
do-se o coeficiente de extinção molar de 36 M cm-1 

(Anderson et al. 1995). Uma unidade de atividade (U) 
foi definida como a quantidade de enzima necessária 
para converter 1 mmol de substrato em produto por 
minuto, por mL, nas condições do ensaio. Foram 
utilizadas três repetições por tratamento.

O delineamento utilizado foi o inteiramente 
casualizado (DIC). Os resultados foram submetidos 
a análise de variância (ANOVA), sendo a compara-
ção entre os diferentes tratamentos feita por meio 
de análises de regressão, ajustando-se modelos de 
equações lineares e quadráticas, com o auxílio do 
programa Statistica 7.0 (Statsoft 2008). Os resultados 
das médias da percentagem de germinação, conteúdo 
de malonaldeído e atividade da enzima catalase foram 
correlacionados através do uso de correlação simples, 
a 5%, pelo teste F. 

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO

A superação da dormência com ácido sulfúrico 
foi eficiente para promover a germinação das semen-
tes de P. nitens, que apresentaram média de 89% nas 
sementes sem envelhecimento (T0), enquanto, em 

sementes que não tiveram a dormência superada, 
a percentagem de germinação no tempo T0 foi de 
apenas 2%. Nas sementes submetidas à superação 
da dormência, observou-se redução contínua na 
percentagem de germinação, ao longo do tempo de 
envelhecimento acelerado, de modo que sementes 
envelhecidas por 72 horas apresentaram a menor 
percentagem de germinação (7%) (Figura 1).

Nas sementes sem prévia superação da dor-
mência, foi constatado comportamento contrário, 
com aumento progressivo na germinação, à medida 
em que se aumentou o período de exposição ao 
envelhecimento acelerado, chegando a 50%, após 
72 horas de envelhecimento.

Segundo Vieira & Carvalho (1994), o declínio 
na germinação das sementes submetidas ao enve-
lhecimento acelerado pode ser atribuído à perda da 
compartimentalização celular e à desintegração do 
sistema de membranas, promovendo descontrole 
do metabolismo e das trocas de água e solutos entre 
as células e o meio exterior. Nas sementes que já 
tiveram a permeabilidade alterada pela aplicação 
do ácido sulfúrico, o envelhecimento artificial, pos-
sivelmente, causou danos fisiológicos à estrutura 
interna da semente, associados à inativação térmica 
e danos ao embrião (Givelberg et al. 1984). Por outro 
lado, as condições de temperatura e umidade relativa 
elevadas podem atuar aumentando a permeabilidade 
do tegumento das sementes intactas (Roberts 1964), 
resultando no aumento da germinação, onde o tegu-
mento atuaria no sentido de amenizar o aquecimento 
no interior da semente. 

Figura 1. Percentagem de germinação de sementes de P. nitens 
submetidas (Tratamento 1) ou não (Tratamento 2) à 
superação da dormência, em diferentes tempos de 
envelhecimento acelerado a 40°C (Viçosa, MG, 2010).
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 O conteúdo de malonaldeído (MDA), 
considerado um indicador geral da peroxidação 
de lipídios, manteve-se estável até 24 horas de 
envelhecimento após a superação da dormência, 
com valores máximos em 48 horas e redução 
significativa em 72 horas de envelhecimento 
artificial (Figura 2). 

De acordo com Jeng & Sung (1994), quando 
a semente é envelhecida, ocorre maior peroxidação 
dos lipídios e diminuição na atividade das enzimas 
removedoras de peróxidos, contribuindo para a perda 
da viabilidade. Desta forma, o aumento na peroxidação 
de lipídios, em 48 horas de envelhecimento 
artificial, indica que este envelhecimento propiciou 
a deterioração nas sementes de P. nitens. 

Em sementes de Pinus thunbergii, envelhecidas 
artificialmente, foram observados altos conteúdos de 
malonaldeído, os quais foram associados ao aumento 
da peroxidação de lipídios e à queda na viabilidade 
das sementes (Kim et al. 2010). 

A redução no teor de MDA, em 72 horas de 
envelhecimento, pode ter duas razões: a primeira 
seria a morte das sementes, com o metabolismo em 
baixa, enquanto a segunda poderia ser creditada à 
ação de enzimas desintoxicadoras, como ocorre pelo 
ciclo do ascorbato/glutationa, as quais atuariam em 
paralelo com a enzima catalase e, neste caso, estas 
enzimas não sofreriam a ação do ambiente estressante 
do envelhecimento, como a catalase.

Nas sementes sem superação da dormência, o 
teor de MDA decresceu com a exposição ao envelhe-

cimento acelerado por até 48 horas. Houve aumento 
significativo em 72 horas, retornando ao valor de 24 
horas, de forma que, nas sementes de P. nitens ainda 
dormentes, a exposição ao envelhecimento artificial 
acarretou diminuição na peroxidação lipídica até o 
tempo de 48 horas de envelhecimento, relacionando-
-se ao aumento da percentagem de germinação, neste 
período. Em 72 horas de envelhecimento artificial, 
o novo acréscimo na peroxidação de lipídios pode 
estar relacionado ao início de deterioração destas 
sementes, devido ao longo tempo de exposição à tem-
peratura e umidade relativa elevadas, ainda que não 
tenha sido constatada redução na germinação. Dentre 
as várias consequências relacionadas ao processo de 
deterioração das sementes, a queda na germinação 
tem sido apontada como um dos últimos eventos que 
caracterizam o declínio na qualidade fisiológica de 
sementes (Paiva et al. 2008).

Os resultados da atividade da enzima catalase, 
em sementes com dormência superada, encontram-
-se na Figura 3, onde se pode perceber a redução 
contínua e significativa, com o decorrer do tempo 
de envelhecimento, com a atividade da enzima 
mínima em 72 horas de envelhecimento artificial. 
Por outro lado, nas sementes onde não foi superada 
a dormência, a atividade da catalase não se alterou 
significativamente. 

Nas sementes que tiveram a dormência supera-
da, a atividade da enzima, nas primeiras 24 horas, é, 
aparentemente, suficiente para manter o teor de MDA 
estável, uma vez que a sua concentração também se 

Figura 2. Conteúdo de malonaldeído (mg g-1 de amostra) de 
sementes de P. nitens submetidas (Tratamento 1) ou 
não (Tratamento 2) à superação da dormência, em 
diferentes tempos de envelhecimento acelerado a 40°C 
(Viçosa, MG, 2010).
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Figura 3. Atividade da enzima catalase (U mL-1), em sementes 
de P. nitens submetidas (Tratamento 1) ou não 
(Tratamento 2) à superação da dormência, em 
diferentes tempos de envelhecimento acelerado a 40°C 
(Viçosa, MG, 2010).
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mantém sem alterações significativas, com aumento 
apenas em 48 horas de envelhecimento. No entanto, 
a partir deste tempo, percebe-se que a redução na 
atividade da enzima catalase associa-se à diminuição 
significativa do potencial germinativo das sementes 
de P. nitens, indicando que o envelhecimento artificial 
resultou em danos ao funcionamento e à estrutura 
celular. Resultados semelhantes foram observados 
por Cakmak et al. (2010), Demirkaya et al. (2010) e 
Chauhan et al. (2011), onde a diminuição da atividade 
das enzimas antioxidantes, durante o envelhecimento, 
resultaram em menor viabilidade e vigor das semen-
tes. Tal situação reforça a suposição de que a cata-
lase tem papel importante no controle de elementos 
reativos ao oxigênio, agindo em consonância com 
outros ciclos, como o ciclo ascorbato/glutationa. Uma 
diminuição das enzimas antioxidantes está ligada ao 
aumento de peroxidação lipídica e envelhecimento 
acelerado, com relação positiva entre a capacidade 
antioxidante da enzima e o vigor da semente (Bailly 
et al. 1996 e 2002).

Nas sementes que não tiveram a dormência 
superada, percebe-se situação distinta, onde a ação da 
catalase permanece inalterada, enquanto o acúmulo 
de MDA decresce, significativamente, até 48 horas de 
envelhecimento, aumentando, significativamente, em 
72 horas. Dessa forma, a não superação da dormência, 
com consequente manutenção da barreira tegumentar 
ao envelhecimento, atuou como empecilho à dimi-
nuição do vigor e atividade da catalase. Tanto é assim 
que, mesmo sem diferença na atividade da catalase, 
durante o envelhecimento, o teor de MDA aumenta 
para o mesmo patamar que o de 24 horas. É possível 
que tenha havido inibição da atividade do ciclo do 
ascorbato/glutationa, o que permitiu tal aumento.

Foram observadas correlações positivas signi-
ficativas entre as médias de germinação e os valores 
da atividade da enzima catalase e do conteúdo de 
malonaldeído nas sementes, após superação da dor-
mência (Tabela 1), indicando que o comportamento 
da variável germinação pode ser associado às altera-
ções nas variáveis MDA e CAT, durante o envelheci-
mento artificial destas sementes. Comparando-se os 
coeficientes de correlação simples, nos tratamentos 
sem superação da dormência, verifica-se que estes 
foram não significativos, a 5%, de forma que, quan-
do há manutenção da dormência nas sementes, o 
desempenho germinativo, após o envelhecimento 
artificial, não pode ser explicado em resposta às 
variáveis analisadas.

CONCLUSÕES

1. Alterações fisiológicas e na atividade da enzima 
catalase relacionam-se à diminuição da qualida-
de fisiológica de sementes de Pterogyne nitens 
envelhecidas artificialmente, após superação da 
dormência tegumentar. 

2. Em sementes sem prévia superação da dormência, 
não há relação entre teores de malonaldeído, ativi-
dade da catalase e perda da qualidade de sementes 
de P. nitens, quando submetidas ao envelhecimento 
acelerado.
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Tratamento 1
  G MDA CAT

G -   0,66*   0,77*
MDA   0,66* -   0,28ns

CAT   0,77*   0,28ns -
Tratamento 2

  G MDA CAT
G - - 0,55ns   0,32ns

MDA - 0,55ns - - 0,03ns

CAT   0,32ns - 0,03ns -
* e ns Significativo a 5% e não significativo, respectivamente, pelo teste F.

Tabela 1. Coeficientes de correlação simples (r) entre os valores 
médios de germinação (G), conteúdo de malonaldeído 
(MDA) e atividade da enzima catalase (CAT), em 
sementes de P. nitens submetidas (Tratamento 1) ou 
não (Tratamento 2) à superação da dormência, em 
diferentes tempos de envelhecimento acelerado a 40°C 
(Viçosa, MG, 2010).
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