Universidade
Estadual de LondRrina

ANA ELISA STEFANI VERCELHEZE

REVESTIMENTOS BIODEGRADAVEIS PARA APLICACAO
EM SEMENTES DE MILHO

.|
Londrina

2017



ANA ELISA STEFANI VERCELHEZE

REVESTIMENTOS BIODEGRADAVEIS PARA APLICACAO
EM SEMENTES DE MILHO

Tese apresentada ao Programa de Pos-Graduagdo
em Bioquimica e Biotecnologia da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito para
obtencao do Titulo de Doutor em Biotecnologia.

Orientacdo: Prof*. Dra. Suzana Mali de Oliveira
Co-orientagdo: Prof. Dr. André Luiz M. de Oliveira

Londrina
2017



Ficha de identificag&o da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geracdo
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

VERCELHEZE, Ana Elisa Stefani Vercelheze.
Revestimentos Biodegradaveis para Aplicacdo em sementes de Milho / Ana Elisa
Stefani Vercelheze VERCELHEZE. - Londrina, 2017.
1893 1. 2l

Orientador: Suzana Mali de Oliveira MALL

Coorientador: André Luiz M. Oliveira OLIVEIRA.

Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Universidade Estadual de Londrina, Centro de
Ciéncias Exatas, Programa de Pds-Graduagdc em Biotecnologia, 2017.

Inclui bibliografia.

1. Polimeros Biodegradaveis, Revestimentos, Bactéria Promotora do Crescimento
Vegetal. - Tese. | MALI, Suzana Mali de QOliveira_ Il. OLIVEIRA, André Luiz M. Oliveira_ lll.
Universidade Estadual de Londrina. Cenfro de Ciéncias Exatas. Programa de
Pas-Graduacdo em Biotecnologia. V. Titulo.



laudi
Texto digitado
0

laudi
Texto digitado

laudi
Texto digitado

laudi
Texto digitado


ANA ELISA STEFANI VERCELHEZE

REVESTIMENTOS BIODEGRADAVEIS PARA APLICACAO EM
SEMENTES DE MILHO

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduagao
em Bioquimica e Biotecnologia da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito para
obtencdo do Titulo de Doutor em Biotecnologia.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Prof®. Dra. Suzana Mali de Oliveira
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof®. Dra. Ana Paula Bilck
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof?. Dra. Gizilene Maria de Carvalho
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Leandro Simdes Azeredo Gongalves
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof?. Dra. Patricia Salomao Garcia
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana -
UTFPr

Londrina,07 de julho de 2017



DEDICATORIA

A minha mae, hoje e sempre!
Bruno, com muito amor!

Raul, de forma inesperada!



AGRADECIMENTOS

Em muitos momentos perdi a fé, deixei de acreditar e até¢ me revoltei com os acontecimentos
da vida. Contudo, 14 estava aquela chama que acalma, ampara e tudo prové. Obrigada a Deus,
aos mestres espirituais € aos anjos guardides por me auxiliarem nos momentos dificeis, me
dar forga interior para superar as dificuldades, mostrar os caminhos nas horas incertas e me

fazer entender que tudo valeu a pena.

Nosso amor nasceu da poesia de um samba na padaria, aquele dia chorava o violdao, de um
olhar, uma conversa, ou entdo. Bruno, em tao pouco tempo, ja superamos tantas coisas juntos,
muitos momentos felizes, muitos tristes, momentos de conquistas ¢ de perdas! Meu amor,

amigo e companheiro obrigada por tudo!

Vocé, que sem nenhum aviso chegou de forma inesperada, e eu sem entender nada, fiquei
perdida, confusa e com muito medo. Ao contrario de muitas maes, minha primeira reacao nao
foi de alegria. Contudo, da mesma forma que vocé foi crescendo e tomando conta do meu
ventre, devagarinho também, foi ocupando um lugar em meu coragao! Raul, dizem que certas
coisas acontecem no momento certo, quanto a isso, eu nao tenho resposta, talvez eu tenha

muito a aprender com voce, meu filho!

A minha orientadora professora Suzana Mali de Oliveira, ndo tenho palavras para expressar
minha gratiddo, pela paciéncia, por saber conduzir este trabalho, pelas orientagdes, correcgoes,
por compreender meu excesso de trabalho, pelas palavras de conforto e confianca nos

momentos mais dificeis. Meu muito OBRIGADA!

Ao meu co-orientador Professor André Luiz Martinez de Oliveira pela orientagdo,

disponibilidade, sugestdes e correcdes indispensaveis ao longo deste trabalho.

Odair, pela colaboragdo nas andlises agrondmicas, por sanar minhas dividas mais simples

com toda paciéncia e respeito.

Karina, pela disponibilidade e colaboracdo nas analises de viabilidade dos microrganismos,

sempre ajudando com muito bom humor.



As minhas estagiarias Vitdria e Ana Clara, pelo carinho, amizade e acima de tudo pelo grande

esforco e comprometimento para o término deste trabalho.

Aos docentes do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia pelos ensinamentos valiosos

durante todo o curso.

Aos funcionarios do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia (CCE/UEL): Nelson
Janeiro Rodriguez, Sérgio Nascimento Evangelista, Sandra Aparecida, Elda e colegas de
laboratorio pela amizade, colaboracdo e auxilio.

Gustavo, meu eterno, Unico e verdadeiro amigo!

Ao SENALI - Servigo Nacional de Aprendizagem Industrial pela dispensa em horas, que me

possibilitou a realizagdo deste trabalho.

A todos que contribuiram de alguma forma com este trabalho, Obrigada!



Por entre milhos e tomates

teorias e tantos contrastes

a criacao de um revestimento

cujo o amor € a matéria prima € o sentimento

o vetor, propulsor que alimenta

0 espirito criativo e toda a vida

e se fazendo a partir de tudo em que se acredita.

Bruno Nielsen Venancio



VERCELHEZE, Ana Elisa Stefani. Revestimentos biodegradaveis para aplicacdo em
sementes de milho. 2017. 160 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

O emprego de sementes de alta qualidade influencia diretamente na produtividade agricola, e
dentre as alternativas disponiveis para o tratamento de sementes, o uso de revestimentos com
polimeros biodegradaveis ¢ uma técnica muito promissora, pois fornece protecdo as sementes
contra agentes externos além de serem atoxicos. O presente trabalho teve como objetivo geral
produzir revestimentos biodegradaveis elaborados com amido de mandioca, gelatina e alcool
polivinilico para a aplicacdio em sementes de milho e caracterizd-los quanto as suas
propriedades fisico-quimicas, mecanicas, microestrutura e comportamento agronémico. Os
revestimentos foram elaborados utilizando delineamento de misturas ternarias simplex-
centréide composto por 10 experimentos. Em uma primeira etapa foram produzidos filmes
empregando-se a técnica de casting, com diferentes proporgdes de amido (0 — 3,0 g/100 g
formulacgdo), gelatina (0 — 3,0 g/100 g formulacdo) e alcool polivinilico (0 - 3,0 g/100 g
formulag@o), com a concentragdo de glicerol fixada em 20 g/100g polimero e de nanoargilas
sodica ndo modificada em 0,2 g/100 g de polimero. Os filmes obtidos neste trabalho tiveram a
aparéncia de um pléstico transparente, além de se apresentaram continuos, homogéneos ¢ com
bom aspecto visual, com espessura variando entre 0,11 ¢ 0,13 mm. Os filmes elaborados com
os polimeros puros apresentaram os maiores valores de capacidade de absorcao de agua,
solubilidade e permeabilidade ao vapor de 4gua, e as misturas terndrias (contendo os trés
polimeros em mistura) foram as que apresentaram os menores valores para estas propriedades.
Os espectros de FT-IR dos filmes produzidos neste trabalho com os polimeros puros
apresentaram as suas respectivas bandas caracteristicas com maior intensidade que nas
misturas bindrias e terndrias. Em seguida, as mesmas formulagdes estudadas para o preparo
dos filmes foram empregadas para o revestimento de dois gendtipos de sementes de milho. O
processo de revestimento estabelecido neste estudo foi eficiente, pois a maioria das sementes
revestidas apresentaram-se continuas, homogéneas e com boa manuseabilidade. Somente as
sementes revestidas com a mistura bindria de amido e alcool polivinilico (AM1.5AP1.5)
apresentaram-se deficientes quanto a esses pardmetros. A massa média da semente controle
(sem revestimento) foi de 0,211 g e a massa média das sementes revestidas variou entre 0,210
e 0,300 g e os resultados de densidade das sementes sem revestimentos foi de 0,741 g/cm® e
das sementes revestidas variou de 0,653 a 0,704 g/cm?®, podendo observar que os
revestimentos empregados ndo afetaram os parametros de massa e densidade das sementes.
As formulagdes empregadas como revestimentos nas sementes de milho ndo interferiram no
processo de germinacdo. Ao contrario, as formulagdes AM3.0 (amido puro), GL3.0 (gelatina
pura), AP3.0 (4lcool polivinilico puro) e AM1.5GL1.5 (mistura bindria amido e gelatina)
favoreceram o processo de germinacdo, com porcentagens de germinacao de 90, 90, 89 e 91
%, respectivamente, quando comparadas com a amostra Controle que apresentou
porcentagem de 86 % para o gendtipo 2B5874X da Dow Agro Sciences. Resultados
semelhantes foram encontrados para os gendtipos de milho P30F53H da Dupont. Diante dos
resultados obtidos, a amostra AMI1.5GL1.5, mistura bindria entre amido e gelatina, foi
selecionada para dar continuidade ao trabalho com a inoculagdo de uma suspensdo bacteriana
contendo uma concentragdo de 10°— 10° células de A. brasilense Ab-V5. Ao final de 15 dias,
foi possivel observar que o revestimento promoveu incremento na viabilidade do
microrganismo, se mostrando como uma alternativa para a veicula¢do deste microrganismo,



considerado uma bactéria promotora do crescimento vegetal. Foi possivel o desenvolvimento
de formulagdes para o recobrimento de sementes de interesse agricola, como as sementes de
milho empregadas nesse estudo, utilizando materiais biodegradaveis, atoxicos, de grande
disponibilidade e baixo custo, que no geral ndo afetaram o processo de germinagdo das
sementes, podendo ainda ser carreadores de nutrientes e promotores de crescimento para a
planta, visando uma maior produtividade agricola sem causar danos ao ecossistema.

Palavras Chave: Agricultura Sustentdvel. Biopolimeros. Gelatina. Amido de Mandioca.
Alcool Polivinilico.



VERCELHEZE, Ana Elisa Stefani. Biodegradable coatings for use in corn seeds. 2017.
160 pp. Thesis (Doctor Degree in Biotechnology) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2017.

ABSTRACT

The use of high quality seeds influences directly the agricultural productivity, and among the
alternatives available for the treatment of seeds, the use of coatings is a very promising
technique since it provides protection against external agents for seeds. Among the materials
used for the preparation of seed coatings are the biodegradable polymers, which are inert and
allow the carrying of several compounds beneficial for plant growth. Thus, this study aimed
to produce biodegradable coatings based on cassava starch, gelatin and polyvinyl alcohol for
use in corn seed and to characterize them in terms of their physical, chemical, mechanical,
microstructural and agronomic behavior. The coatings were developed using a simplex-
centroid design of ternary mixtures consisting of 10 experiments. In a first step, the films
were produced by casting employing different proportions of starch (0 - 3.0 g / 100 g
formulation), gelatin (0 - 3.0 g/ 100 g formulation) and polyvinyl alcohol (0 to 3.0 g/ 100 g
formulation), with the glycerol concentration fixed at 20 g/ 100 g polymer and nanoclays at
0,2 g/100 g polymer. In general, the films obtained in this work had the appearance of a
transparent plastic, which had a continuous, homogeneous and good visual appearance, and
the film thickness varied between 0.11 and 0.13 mm. The films based on the pure polymers
showed the highest values of water absorption capacity, solubility and water vapor
permeability, and the ternary mixtures (containing the three polymers) showed the lower
values for these properties. The FT-IR spectra of the films produced in this work with pure
polymers presented their characteristics bands with greater intensity than in binary or ternary
mixtures, indicative of the interactions between them. Then, the same formulations studied for
the preparation of films were used to coat two genotypes of corn seeds. The coating process
established in this study was efficient because most of the coated seeds showed up
continuous, homogeneous and with good maneuverability. Only the seeds coated with the
binary mixture of starch and polyvinyl alcohol (AM1.5AP1.5) presented themselves as
disabled to these parameters. The seed average mass of control sample (uncoated) was 0.211
g and average mass of the coated seeds ranged between 0.210 and 0.300 g, the density of the
uncoated seeds was 0.741 g/ cm® and the density of coated seeds ranged from 0.653 to 0.704
g / cm® and, in general, it was observed that the employed coatings did not affect significantly
the mass and density of the seeds. In general, the formulations used as coatings on corn seeds
did not affect the germination process. In contrast, formulations AM3.0 (pure starch), GL3.0
(pure gelatin), AP3.0 (pure polyvinyl alcohol) and AM1.5GL1.5 (binary mixture of starch and
gelatin) favor the germination process with germination percentages of 90, 90, 89 and 91%,
respectively, compared to the uncoated sample (control), which t showed a percentage of 86%
for genotype 2B5874X Dow Agro Sciences. Similar results were found for P30F53H corn
genotypes of Dupont. Considering the obtained results, the sample AM1.5GL1.5 (binary
mixture between starch and gelatin) was selected to continue the work by inoculating a
bacterial suspension containing a concentration of 10 - 10° cells of 4. brasilense Ab-V5. At
the end of 15 days, it was possible to observe that the coating promoted an increase in the
viability of this microorganism, showing itself as an alternative for the propagation of this
microorganism, considered a plant growth-promoting bacteria. It was possible to develop
formulations for seeds coatings of agricultural interest, such as corn seeds used in this study,
using biodegradable materials, which is inert and has high availability and low cost, which in



general did not affect the seed germination process, and may also be carriers of nutrients and
growth promoters for the plant, aiming for anincrease in agricultural productivity without
causing damage to the ecosystem.

Key words: Sustainable agriculture. Biopolymers. Gelatin. Cassava starch. Polyninyl alcohol.
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1 INTRODUCAO

A agricultura ¢ tdo antiga quanto a humanidade, tendo seu inicio no Oriente Médio
ha pelo menos 10.000 anos a.C. (ULUKAN, 2008), sendo uma das principais formas de
subsisténcia (KIRCHMANN; THORVALDSSON, 2000). Com o passar do tempo, a
domesticagdo de algumas espécies de plantas proporcionou maior disponibilidade de
alimentos e, consequentemente, o desenvolvimento da agricultura em grande escala
(KAREIVA et al., 2007).

Com o desenvolvimento e a difusdo da agricultura em diferentes regides do mundo,
somados ao advento da Revoluc¢do Industrial, houve o crescimento da populagdo e da
economia ligada a produgdo de alimentos (BELLWOOD, 2001). A pratica da agricultura
inicialmente era conduzida de forma rudimentar, sem o uso de insumos quimicos e
maquinarias pesadas com tracdo mecanica, havia integracdo entre agricultura e pecudria e o
agricultor produzia sua propria semente e insumos necessarios (EHLERS, 1999).

Porém, com as mudangas na taxa de crescimento da populagdo mundial durante o
século XIX, foram necessarios maiores avangos na agricultura, na industria, saide e nas
condig¢des sanitarias (NEBEL; WRIGHT, 1993). A popula¢do mundial ultrapassou a marca de
7,0 bilhdes de habitantes, e estima-se que em 2030 a populacdo mundial alcancard o nimero
de 8,5 bilhoes, 9,7 bilhdes em 2050 e 11 bilhdes em 2100 (ONU, 2015). Diante disso, a
agricultura tem sido uma preocupagdo por geragdes com o intuito de sustentar o crescimento
das populacdes humanas (ROSEGRANT; CLINE 2003).

Dentro deste contexto, foi notavel a expansdo da producdo agricola nas ultimas
quatro décadas. O forte investimento em uma agricultura baseada em ciéncia permitiu um
grande avango no desenvolvimento de sistemas produtivos agropecuarios, que responderam a
contextos, nacionais e internacionais, cada vez mais dinamicos e competitivos (EMBRAPA,
2014). A agricultura moderna ¢ caracterizada pela busca constante do aumento da
produtividade das culturas agricolas por meio da utilizacdo da mecanizacdo, irrigagdo,
adubacdo quimica e aplicacdo de defensivos agricolas, aliadas ao melhoramento dos
gendtipos vegetais (ZILLI et al., 2003).

Em contrapartida, o avango no setor agricola levou a um quadro de intensa
degradacao ambiental, com a perda de recursos nao renovaveis e da biodiversidade (SHIKI,
1997). De acordo com a FAO (2011), o solo ¢ um dos sistemas mais afetados, pois as praticas
agricolas causam erosdo hidrica e e6lica, perda de matéria organica, compactacdo superficial,

salinizacdo, perda de nutrientes e polui¢do. Estima-se que 25 % do solo do planeta estejam
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degradados, 8 % moderadamente degradados, 36 % estaveis ou levemente degradados e 10 %
em recuperacao.

Desta forma, para se garantir a sustentabilidade futura da agricultura, frente as
mudangas climaticas e a intensificagdo de estresses bidticos e abidticos previstos para as
proximas décadas, sdo necessarios avangos em diversos campos do conhecimento cientifico e
tecnoldgico, visando racionalizar o uso de recursos naturais como a agua e solo e na
preservacao da biodiversidade (EMBRAPA, 2014). Assim, a agricultura moderna tem exigido
dos diferentes segmentos mudangas profundas no sentido de racionalizagdo do processo
produtivo, objetivando minimizar o impacto no meio ambiente (COSTA et al., 1997). Dentre
essas tecnologias, a utilizacdo de sementes de alta qualidade tem destaque por influenciar
diretamente a produtividade agricola, haja vista que dela depende a maximizag¢do da agdo dos
demais insumos (UTINO; PETERS, 2006).

Neste sentido, a produg@o de sementes de alta qualidade genética, fisioldgica, fisica e
sanitaria ¢ um grande desafio visando o aumento da produtividade (NASCIMENTO, 2004).
Para tal fim, diferentes tipos de tratamentos de sementes t€ém sido desenvolvidos, visando um
melhor estabelecimento de plantulas no campo. Dentre estes tratamentos pode-se citar o
condicionamento osmotico € o tratamento contra microrganismos (NASCIMENTO, 2000), o
uso de sementes hibridas (CRUZ; PEREIRA FILHO; QUEIROZ, 2015) e transgénicas
(WAQUIL et al., 2011) e o emprego de técnicas de recobrimento (BAUDET; PERES, 2004).
Este tltimo se destaca por ser uma técnica eficaz de tratamento na pré - semeadura, pelo fato
de dar protecao as sementes contra agentes externos, possibilitar o fornecimento de nutrientes,
oxigénio, reguladores de crescimento, protecdo fitossanitaria, herbicidas e também por
permitir uma semeadura de precisao em cultivos com plantio direto (SAMPAIO; SAMPAIO,
1994).

Diferentes compostos podem ser empregados na elaboragdo de revestimentos para
aplicacdo em sementes de interesse agricola, com destaque os polimeros biodegradéaveis, por
serem atoxicos, biodegradaveis, possuir alta capacidade de absor¢ao de agua, baixo custo e,
na sua maioria, provenientes de fontes renovaveis (BRITO et al., 2011). O desenvolvimento
de novos materiais para a produ¢do de revestimentos de sementes pode ser util, pois resulta na
obtengdo de um veiculo inerte para a incorporacdo de diferentes compostos de interesse as
sementes, se tornando uma alternativa viavel para uma agricultura sustentavel. Este trabalho
se insere neste contexto, por meio da producdo de revestimentos biodegradaveis a base de

amido de mandioca, gelatina, dlcool polivinilico para a aplicagdo em sementes de milho.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar revestimentos biodegradaveis a base de amido de

mandioca, gelatina e alcool polivinilico para aplicacdo em sementes de milho.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

desenvolver revestimentos biodegradaveis por casting empregado delineamento

experimental de misturas simplex-centréide com 10 experimentos;

caracterizar os revestimentos biodegradaveis produzidos quanto a aparéncia,
propriedades mecanicas, propriedades de barreira, solubilidade, pH,

microestrutura e propriedades térmicas;

definir o melhor método de aplicar o recobrimento as sementes e avaliar a eficacia

da adesdo dos revestimentos nas sementes de milho;

avaliar o comportamento agrondmico e a qualidade fisiologica de sementes de

milho com e sem revestimentos por meio de testes de germinacao;

determinar a melhor forma de incorporacao do Azospirillum brasilense Ab-V5 aos
revestimentos e determinar seu tempo de sobrevivéncia nas formulagdes de

revestimentos produzidas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA CULTURA DO MILHO

Um dos grandes desafios da agricultura moderna ¢ produzir alimentos com boa
qualidade e em quantidade suficiente para alimentar a populagdo mundial, sem degradar o
solo e o ecossistema. Estima-se que deverd haver um aumento entre 70 - 100 % na producao
mundial de alimentos até 2050 para atender a demanda por alimentos gerada pelo crescimento
populacional (KASHYAP; XIANG; HEIDEN, 2015).

Diante disso, o Brasil se destaca pois possui terras férteis, com aproximadamente 388
milhdes de hectares de terras agricultaveis e de alta produtividade além de clima propicio.
Ainda, o Brasil ¢ um dos principais produtores e fornecedores de alimentos do mundo. Em
2015 o agronegocio respondeu por 23 % do Produto Interno Bruto (PIB), 42 % das
exportagdes ¢ 37 % dos empregos gerados no pais (MAPA, 2015). A producdo de grios no
Brasil ¢ de 208,8 milhdes de toneladas, superando a produgao de 2013/14 que foi de 193,62
milhdes de toneladas. Este crescimento se deve principalmente ao ganho de produtividade do
milho segunda safra, registrado em quase todos os estados produtores, principalmente nos do
Centro-Oeste e no Parand. Com 54 milhdes de toneladas, um aumento de 11,6 % a mais que
em 2013/2014. Com relag¢dao ao ultimo levantamento, houve um acréscimo de 2,5 milhdes de
toneladas (CONAB, 2015).

Isso se da devido a utilizacdo de novas tecnologias na area agricola, visando uma alta
produtividade e com minimo impacto no ambiente. Assim, o emprego de sementes de alta
qualidade tem destaque por influenciar diretamente a produtividade agricola (UTINO;
PETERS, 2006). O milho ¢ uma das principais culturas, com grande importancia econdmica e
social no mundo. A cultura encontra-se amplamente disseminada no Brasil, fato este
relacionado tanto a sua multiplicidade de uso nas propriedades rurais quanto a tradi¢do de
cultivo deste cereal pelos agricultores brasileiros (PAIVA, 2011).

O milho ¢ uma graminea da familia das Poaceas, do género Zea e da espécie Zea
mays L. (LIMA, 2007), ¢ uma cultura amplamente difundida, devido a facilidade de
adaptacao aos diferentes ecossistemas (EMBRAPA MILHO e SORGO, 2008). Sua origem
tem sido investigada e hé relatos de que o seu centro de origem seja o México (MACNEISH;
EUBANCKS, 2000).

O fornecimento de milho se d& para a alimentacdo humana sob diversas formas de

graos secos e verdes. No caso de graos verdes para consumo in natura, pode ser consumido
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cozido ou assado, processado para fazer curau, pamonha e suco e, ainda, como ingrediente
para fabricagdo de bolos, biscoitos, sorvetes e uma série de outros tipos de alimentos
(PEREIRA FILHO, 2002). Possui vasta aplicagdo nas industrias processadoras de alimentos e
para a exportacdo, com grande importdncia para a economia de nosso pais. Ainda, na
alimentagdo animal, representa a maior parte do consumo desse cereal, com cerca de 70 % em
escala mundial (DUARTE, 2006).

Com o aumento gradativo do nivel tecnoldgico para a produgao de milho, adubacgao,
defensivos, tratos culturais e hibridos, deve-se, mediante a essas tecnologias, entender a
importancia e as fases criticas desta cultura, podendo planejar melhor a época de semeadura
para os diferentes tipos de hibridos, assim como suas necessidades, maximizando o potencial
produtivo (WEISMANN, 2008). Assim, para um eficiente manejo de irrigacdo, de nutrientes
e de outras praticas culturais ¢ de fundamental importancia o conhecimento das diferentes
fases de crescimento do milho com suas diferentes demandas (MAGALHAES; DURAES,
2006). O milho é uma planta com metabolismo fotossintético C4, que possui processos que
otimizam a absor¢do de COz, bem como a utilizagdo de nitrogénio e dgua. Nao apresenta
saturacao luminicamente, sendo que ha uma estreita relacdo entre o rendimento da cultura e
sua capacidade de aproveitamento da capacidade de energia solar (BLACKMAN;
HUDGSON, 1957 apud BORGES, 2006).

De acordo com Borges (2006), pode ocorrer equivocos de intepretagdo ao avaliar o
ciclo da planta de milho baseando-se somente na sua idade, que normalmente ¢ expressa em
dias ap6s plantio (DAP) ou em dias apds emergéncia (DAE). O ciclo da cultura pode ser
dividido em estadios distintos de desenvolvimento, baseados na ocorréncia de eventos
fisiologicos. No cultivo do milho € necessario que a planta apresente condigdes adequadas de
interceptacdo de radiacdo solar, a qual ¢ funcdo direta da populacdo e da distribuicdo de
plantas na area. A cultura apresenta ciclo vegetativo varidvel, abrangendo desde gendtipos
precoces, onde a polinizacdo pode ocorrer 30 dias apds a emergéncia (DAE), até mesmo
aqueles cujo ciclo vital pode alcancar 300 DAE, ou seja, ciclo mais tardio. No Brasil, o milho
apresenta ciclo vegetativo variando entre 110 a 180 DAE, em fun¢do da caracterizacdo dos
gendtipos conforme os ciclos vegetativos (FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).

O periodo de crescimento e desenvolvimento do milho ¢ limitado pela agua,
temperatura e radiagdo solar. A cultura do milho necessita que esses indices atinjam niveis
considerados Otimos, para que o seu potencial genético de produgdo se expresse ao
maximo. A temperatura ideal para o desenvolvimento do milho, da emergéncia a floragao,

esta compreendida entre 24 e 30 °C. O milho ¢ uma cultura muito exigente em agua.
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Entretanto, pode ser cultivado em regides onde as precipitagdes vao desde 250 mm até 5000
mm anuais, sendo que a quantidade de 4gua consumida pela planta, durante seu ciclo estd em
torno de 600 mm. A radiagdo solar ¢ um dos parametros de extrema importancia para a planta.
Grande parte da matéria seca do milho, cerca de 90 %, provém da fixacdo de CO: pelo
processo fotossintético. Uma redugdo de 30 % a 40 % da intensidade luminosa, por periodos
prolongados, atrasa a maturagdo dos grdos ou pode acarretar at¢ mesmo queda na produgao
(CRUZ et al., 2010).

A fenologia das plantas tem diversas aplicagdes importantes no campo da
agricultura, a do milho tem recebido aten¢do e estudos continuados. Durante as ultimas
décadas do Século XX, a escala fenologica foi descrita por Hanway (1963, 1966). No Brasil,
Fancelli (1986) fez adaptacdes a cldssica escala de Hanway, onde acrescentou a duragdo
média dos intervalos entre os estadios da cultura, considerando uma ampla faixa de gendtipos
e climas brasileiros (BERGAMASCHI; MATZENAUER, 2014). As plantas de milho
acompanham um mesmo padrio de desenvolvimento, contudo, os intervalos de tempo
especifico entre os estadios e o nimero total de folhas desenvolvidas podem variar conforme
a cultivar empregada, ano agricola e local. O sistema de identificacdo empregado divide o
desenvolvimento da planta em vegetativo (V) e reprodutivo (R), conforme observado na

Tabela 1 (MAGALHAES; DURAES, 2006).

Tabela 01- Estadios vegetativos e reprodutivos da planta de milho.

Estadios Vegetativos Estadios Reprodutivos
VE, emergéncia R1, Embonecamento
V1, 1* folha desenvolvida R2, Bolha d’4gua
V2, 2% folha desenvolvida R3, Leitoso
V3, 3% folha desenvolvida R4, Pastoso
V4, 4* folha desenvolvida R5, Formagao de dente
V(n), n* folha desenvolvida R6, Maturidade Fisiologica

VT, pendoamento e

Fonte: MAGALHAES; DURAES, 2006. Subdivisdes dos estadios vegetativos: V1, V2, V3 até V(n); em que (n)
representa a ultima folha emitida antes do pendoamento (Vt).

De forma geral, os estadios vegetativos e reprodutivos da planta de milho estdo

descritos abaixo (WEISMANN, 2008):
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A fase da germinagdo e emergéncia ¢ uma das mais importantes para o sucesso
da lavoura de milho, pois € nela que se determina o fator de rendimento, que ¢
o numero de plantas por hectare. A emergéncia ocorre entre 4 e 5 dias apos
semeadura.

O estddio V3, observa-se a formagdo de trés folhas completamente
desenvolvidas que ocorre aproximadamente duas semanas apos a emergéncia e
o estadio V5 ¢ caracterizado por cinco folhas completamente desenvolvidas, de
forma microscopica, a iniciagdo do penddao na extremidade do caule, logo
abaixo da superficie do solo.

No estadio V6 verificam-se seis a oito folhas desenvolvidas, conhecida como
estddio do “cartucho”, em que o ponto de crescimento e o pendao ja estdo
acima do nivel do solo € o colmo estdo iniciando um periodo de alongagdo
acelerada. O estadio V8 se caracteriza pela queda das primeiras folhas e a
planta define o nimero de fileiras de graos nas espigas.

No estadio V9 a V10 todo n6 da planta tem potencial para produzir uma
espiga, exceto os ultimos 6 a 8 nds abaixo do pendao. Nesse estadio, ocorre
alta taxa de desenvolvimento de 6rgaos florais. O Estadio 12 ¢ descrito como
um dos mais criticos, pois se define os nimeros de dvulos e tamanho da espiga,
estendendo-se até o V17.

VT pendoamento caracteriza-se quando o Ultimo ramo do penddo estd
completamente visivel e os cabelos ndo tenham ainda emergido da espiga. A
emissdao do pendao acontece dois a quatro dias antes da exposi¢do dos cabelos.
De 10 a 12 dias apos o aparecimento do penddo, cerca de 70 % das espigas
apresentam exposicao dos cabelos.

Estadio R1 se da no momento em que os cabelos estdo fora da espiga, inicia-se
o estddio de embonecamento. A polinizagdo ocorre quando o grio de pdlen
liberado ¢ capturado por um dos estilos-estigmas. O nimero de 6évulos que serd
fertilizado ¢ determinado nesse estadio.

Estadio R2 se define pela coloragdo branca dos graos, pois o endosperma nesta
fase € basicamente um fluido e sua composi¢do € de agucares. No estadio R3 o
grao passa a ser leitoso, e a planta define a densidade dos graos. O estadio R4

ocorre a acumulagdo de amido. Estadio R5 ¢ caracterizado pelo aparecimento
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de uma concavidade na parte superior do grao, comumente designada de dente,
sendo a fase de transicao do estado pastoso para o farinaceo.

o Estadio R6 ¢ o estadio de maturagdo fisioldgica, onde todos os graos na espiga
alcangam o maximo de peso seco e vigor. A Figura 01 mostra os estadios de

desenvolvimento da cultura de milho.

Figura 01 - Estadios vegetativos e reprodutivos da planta de milho.

Defini¢do do :
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Fonte: Adaptado de FANCELLI, 1986 apud WEISMANN, 2008.

No Brasil, a producdo de milho tem sido caracterizada pelo cultivo em duas épocas
(EMBRAPA MILHO e SORGO, 2008). A época de semeadura mais adequada ¢ aquela que
faz coincidir o periodo de floragao com os dias mais longos do ano e a etapa de enchimento
de graos com o periodo de temperaturas mais elevadas e alta disponibilidade de radiag¢do
solar. No Sul do Brasil, o milho geralmente ¢ plantado de agosto a setembro e, a medida que
se caminha para os estados do Centro-Oeste e Sudeste, a época de semeadura na safra varia de
outubro a novembro. Por ser plantado no final da época normal, no Estado do Parana o milho
safrinha pode ter sua produtividade bastante afetada pelas limitagdes de agua, radiacdo solar e
temperatura em estagios avangados de desenvolvimento (CRUZ et al., 2010).

Do ponto de vista nutricional, a planta de milho ¢ exigente quanto aos niveis de

adubacdo, com ganhos crescentes em produtividade (BORGES, 2006). Sendo que o aumento
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da produtividade esta diretamente vinculado a maximizagdo da exploracdo do ambiente, que
ocorre de forma mais efetiva quanto ha uniformidade entre as plantas dentro da cultura. Dessa
forma, a uniformidade de emergéncia de plantulas e o seu crescimento inicial nas lavouras
comerciais ¢ algo fundamental para que a competicao entre as plantas seja equilibrada e todas
tenham a mesma capacidade de uso dos recursos como luz, dgua e nutrientes (MONDO,
2009).

As altas exigéncias nutricionais da cultura de milho estdo diretamente ligadas com
sua produtividade, o milho possui alto requerimento por nitrogénio, potassio, seguindo-se
calcio, magnésio e fosforo. Com relacdo aos micronutrientes, as quantidades requeridas pelas
plantas s3o baixas. Para uma produtividade de 9 t de graos/ha, sdo extraidos: 2.100 g de ferro,
340 g de manganés, 400 g de zinco, 170 g de boro, 110 g de cobre e, 9 g de molibdénio.
Porém, a deficiéncia de um deles pode ter tanto efeito na desorganizagdo de processos
metabolicos como na redugdo da produtividade (COELHO, 2006).

Diante do exposto acima, pode-se descrever que a cultura do milho, por sua
versatilidade, adapta-se a diferentes sistemas de cultivo. Embora apresente alto potencial de
producao, o rendimento de milho, no Brasil, ainda ¢ muito baixo. Levando, ainda, em
consideracdo a qualidade e o potencial da semente de milho disponivel, com predominincia
dos hibridos simples, verifica-se que ¢ fundamental um aperfeigoamento dos sistemas de
producdo para que esses materiais possam expressar a0 maximo seu potencial genético,

alcangando altas produtividades em sistema de produg¢ao sustentaveis (CRUZ et al., 2010).

3.1.2 Semente de Milho

O termo semente ¢ empregado, em geral, para designar o conjunto formado por um
esporofito jovem, o embrido, um tecido de reserva alimentar, o endosperma e um envoltério
protetor. O embrido, juntamente com as estruturas que o rodeiam, constitui a unidade de
dispersdo, ou didsporo, que tanto pode ser uma semente, um fruto ou, ainda, uma estrutura
mais complexa. Logo, a semente constitui a unidade reprodutiva das espermatofitas, cuja
funcdo se relaciona com a dispersdo e a sobrevivéncia das espécies (BELTRANI; PAOLI,
2006).

A semente ¢ o principal insumo de uma lavoura, e sua escolha estd diretamente
ligada ao sucesso da cultura. Aspectos relacionados as caracteristicas da cultivar, como o
potencial produtivo, resisténcia a doencas, adequacdo ao sistema de producdo e as

condicoes edafoclimaticas deverao ser levados em consideracao. Na safra 2013/14, foi
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disponibilizado 467 cultivares de milho, sendo 253 cultivares transgénicas e 214 cultivares
convencionais. Pela primeira vez, o nimero de cultivares transgénicas ¢ maior do que o das
cultivares convencionais (CRUZ; PEREIRA FILHO; QUEIROZ, 2015).

O grao de milho ¢ composto por endosperma, embrido e pericarpo (Figura 02). O
pericarpo representa 5 % do peso do grao, possui baixos teores de amido e proteina sendo rico
em fibras. O embrido representa 11 % do peso do grio, apresenta alto teor de lipidios e
proteina e pouca quantidade de amido. O endosperma, que representa mais de 80 % do grao, ¢
constituido principalmente de amido (CORREA, 2001). O grio de milho pode apresenta cores
bastante variadas, como branca, amarelada ¢ vermelha conforme a espécie (PAES et al.,

2006).

Figura 02 - Anatomia e morfologia do grao de milho.
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Fonte: PAES et al., 2006.

A crescente demanda por milho obrigou as empresas produtoras de sementes
desenvolverem cultivares que atendessem as exigéncias do mercado consumidor (PEREIRA
FILHO; CRUZ; GAMA, 2002). O milho fisiologicamente maduro ¢ classificado de acordo
com a textura e aspecto do endosperma do grao (Figura 03). Podem ser descritos como
farindceo, dentado, duro, pipoca e doce. O milho duro ¢ o tipo produzido na maior parte do
Brasil, enquanto que em paises de clima temperado predomina a producdo do milho dentado

(PAES et al., 2006).
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Figura 03 - Tipos de milho e as propor¢des do endosperma farindceo e vitreo.
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Fonte: Adaptado de PAES et al. (2006).

E desejavel para as sementes de milho a uniformidade de forma e tamanho para
facilitar tratamentos quimicos e a semeadura. Porém, existe grande variagdo na uniformidade
das sementes na propria espiga, quanto a forma e o tamanho (AGUILERA et al., 2000). Para
uniformizar e facilitar a semeadura, as sementes de milho sdo classificadas, quanto a forma,
em redondas e chatas, as quais sdo separadas em diversos tamanhos e comprimentos
(PEREIRA FILHO; CRUZ, 2015). Contudo, ha uma resisténcia por parte do agricultor no uso
de sementes redondas e daquelas de menor tamanho por compreenderem que essas nao
possuem potencial germinativo, além de apresentarem menor desempenho no campo
(MARTINELLI-SENEME; ZANOTTO; NAKAGAWA, 2001).

Estas caracteristicas influenciam diretamente no nimero de sementes plantadas, na
qual ¢ determinada pela populacao final desejada. No calculo de sementes, sdao incluidos 20 %
a mais, para compensar perdas relacionadas a porcentagem de emergéncia, ao ataque de
pragas e doengas, bem como a danos mecénicos e déficit hidrico (CRUZ; PEREIRA FILHO,
2002).

Desta forma, com a busca permanente de incrementos na produtividade e redugdo
dos custos de produgdo, o revestimento de sementes adquire maior importancia, pois ¢ uma
técnica que se apresenta com grande potencial para solucionar problemas fundamentais como
a protegdo das sementes contra ataques de insetos e patdogenos, fatores edafocliméticos
adversos, disponibilidade de oxigénio, adicdo de reguladores de crescimento e/ou aplicagdo
localizada de herbicidas e, sobretudo, permitir semeadura de precisdo nos cultivos

problemadticos de instalagdo direta no campo (GIMENEZ; SAMPAIO; SAMPAIO, 1994).
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Assim, uma das metas que se busca com o revestimento ¢ modificar o tamanho, a forma e
densidade da semente (SILVA, 1997) tornando-a mais uniforme em funcdo do aumento do
tamanho, da massa e, ou modificando a forma das mesmas, fazendo com que estas fluam mais
facilmente em uma semeadora de precisdao (SILVA; NAKAGAWA, 1998).

Diante do exposto acima, a crescente modernizagdo da agricultura brasileira tem
exigido dos diferentes segmentos mudancas profundas no sentido de racionalizagdo do
processo produtivo. Dentre os insumos do setor agricola, a semente de alta qualidade ocupa
papel fundamental em todo sistema de producdo que vise a otimizacdo de padrdes
quantitativos e qualitativos (COSTA et al., 2001). Vale ressaltar que em um sistema moderno
de produgdo de sementes, o emprego de métodos eficientes e rapidos € de importancia vital na
tomada de decisdes na época de semeadura, na colheita, no beneficiamento e durante o
armazenamento. Desse modo, fica evidente que a determinagdo da qualidade da semente se
constitui em desafio histérico na busca de métodos que atendam, entre outros critérios, as

questdes relativas a precisdo e a rapidez (COSTA et al., 2007).

3.2 REVESTIMENTO PARA SEMENTES

Diferentes tipos de tratamentos tém sido desenvolvidos objetivando um maior
desempenho das sementes em campo. Estes tratamentos permitem uma maior seguran¢a no
manuseio das sementes, um melhor controle de microrganismos, uma maior € mais rapida
germinagdo, uma emergéncia mais uniforme, € uma melhor distribuicdo das sementes
(NASCIMENTO, 2000). Deste modo, o tratamento de sementes ¢ caracterizado como a
aplicacdo de processos € substancias que preservem ou aperfeicoem o seu desempenho,
permitindo que as culturas expressem todo seu potencial genético (MENTEM; MORAES,
2010).

O tratamento de sementes ¢ a pratica mais antiga utilizada na protecdo de plantas.
Sua origem foi relatada no século XVIII com o uso de salmoura para controlar pragas em
cereais (NEERGAARD, 1977). Inicialmente, essa técnica foi empregada pelos chineses para
evitar que sementes de arroz flutuassem. O revestimento, como tecnologia de protegao,
desenvolveu-se para melhorar a precisdo de plantio, modificando o tamanho e o formato de
sementes irregulares e para desta maneira aumentar a plantabilidade das mesmas sem afetar o

seu poder germinativo (KARAM; MAGALHAES; PADILHA, 2007).
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Dentre os diferentes métodos empregados para preservar a qualidade das sementes, a
aplicagdo de revestimentos, ou peliculizacdo, permite acondicionar e influir favoravelmente
sobre a semente, o solo ou a superficie comum a ambos (SCOTT, 1989). O revestimento de
sementes consiste na deposi¢ao de uma camada fina e uniforme de um polimero a superficie
da semente, permitindo a modificacdo ou ndo da forma e tamanho da semente (SILVA et al.,
2002).

O beneficio desejado ao recobrir sementes ¢ fornecer uma unidade de semente
autossuficiente, com melhora de um microambiente para germinagdo e desenvolvimento das
plantulas (HATHCOCK et al., 1984). A utilizagdo de sementes revestidas possibilita a
reducdo dos custos de producdo de mudas, diminuindo o consumo de sementes e facilita a
mecaniza¢do da semeadura, além de proporcionar melhorias na sanidade das sementes e no
estabelecimento das plantulas por meio da incorporacdo de nutrientes, reguladores de
crescimento e outros agroquimicos. A resposta a esses materiais de recobrimento depende
muito das caracteristicas de cada tipo de semente, como também dos materiais utilizados para
o revestimento (SILVA et al., 2002).

Uma tipica solugdo de revestimento ¢ constituida por um polimero, um plastificante,
um solvente e em alguns casos, um pigmento (COSTA, 2003). Contudo, detalhes especificos
da metodologia empregada na elaboragdo de revestimentos para sementes sdo geralmente
segredos comerciais, estando disponiveis apenas descrigdes gerais. No entanto, o
desenvolvimento de uma formulagdo adequada inclui a selegdo correta da base polimérica, da
formulagdo apropriada, da intensidade de mistura e de um balanceamento entre as partes do
sistema, das quais pode-se citar a semente, o material polimérico, o método de trabalho, o
tempo de secagem e a duragdo do tratamento (BAUDET; PERES, 2004).

A eficiéncia dos revestimentos depende principalmente do controle da capacidade
molhante da solu¢do usada (PARK, 1999). Os revestimentos deverdo espalhar-se
uniformemente na superficie do material. Apos a secagem, os revestimentos deverdo ter uma
durabilidade adequada. Uma boa escolha da formulagdo das solugdes ¢ essencial para a
manuten¢do do revestimento sobre os produtos (PINHEIRO et al., 2010). Desta forma,
estruturas poliméricas de cadeia longa sdo requeridas para formar filmes com apropriada forga
de coesdo, sendo, esta influenciada pela estrutura quimica do polimero, do solvente
empregado e modo de aplicacdo (GUILBERT; BIQUET, 1995).

Vale ressaltar ainda, que devido a dificuldade em medir certas propriedades dos re-
vestimentos apoOs a sua aplicagdo, ¢ necessario que essas propriedades sejam determinadas

antes da aplicagao do mesmo. Para isso, esses revestimentos sao preparados por secagem do
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solvente em placas, e as suas propriedades de transporte, mecanicas e térmicas, solubilidade,
cor e opacidade sdo determinadas. O potencial dos revestimentos ¢ essencialmente baseado
numa combinagdo de propriedades, tais como: barreira ao vapor de agua, oxigénio, diéxido de
carbono e cor, que permite que este tipo de aplicacdes aumente e melhore o tempo de
armazenamento (PINHEIRO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2009).

Uma das caracteristicas desejaveis aos materiais de revestimento ¢ a auséncia de
fitotoxidade (HILL, 1999). Portanto, a escolha da matriz polimérica ¢ de extrema importancia
no desenvolvimento de formula¢des adequadas para aplicacdo em revestimentos de sementes.
Neste sentido, os polimeros biodegradaveis tém sido relatados por alguns autores como
materiais com grande potencial e, dentre os materiais relatados para esta finalidade estdo a
gelatina, a quitosana, a goma ardbica, o amido de milho, a carboximetilcelulose, o alcool
polivinilico e o alginato de sédio (CONCEICAO FILHO et al., 1998; TANADA-PALMU et
al., 2005; CONCEICAO; VIEIRA, 2008; ZIANE; URSUA; MATE, 2010).

Além da escolha da matriz polimérica para a produgcdo de formulagdes de
revestimentos de sementes, varios componentes podem ser empregados para melhorar seu
desempenho em campo, como agentes de enchimento (SILVA et al., 1997), nutrientes, como
aminoacidos (LUDWIG et al., 2011), acidos himicos, e ainda, a incorporagdo de bactérias
diazotroficas (CONCEICAO et al., 2008), e dentre os produtos empregados no tratamento
quimico de sementes, os fungicidas, inseticidas, herbicidas e reguladores de crescimento,
como os que, conjuntamente, formam a bateria de agroquimicos disponiveis para prote¢ao das
culturas e manuten¢do de seu potencial de producdo (AZEVEDO, 2001). Ainda, visando
melhorar as caracteristicas quimicas, fisicas e propriedades mecanicas desses materiais, pode-
se incorporar nanoargilas, que apresentam algumas vantagens, dentre as quais, origem natural,
abundancia, elevada capacidade de absor¢ao de dgua e baixo custo (SILVA et al., 2009) e o
uso de bactérias promotora do crescimento vegetal (PAUL et al., 1993; SIVAKUMAR;
PARTHASARTHI; LAKSHMIPRIYA, 2014; CARRASCO-ESPINOSA et al., 2105)

Oliveira et al. (2009) relataram que o uso de revestimento em sementes pode ser
associado ao tratamento quimico e bioldgico, produzindo, em consequéncia, um impacto
minimo sobre o meio ambiente. Mas observaram que uma caracteristica importante e
necessaria aos revestimentos ¢ que estes nao afetem negativamente o processo de germinagao
e vigor das sementes.

Tonkin (1979), estudando o efeito do revestimento de sementes sobre o

estabelecimento das plantulas de cenoura, cebola, alface e beterraba agucareira, concluiu que,
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com o uso de sementes recobertas, pode-se conseguir populacdes com altas taxas de
emergéncia e com minima utilizagdo de mao de obra.

Conceigao Filho et al. (1998), investigaram o recobrimento de sementes de soja com
amido de milho em combinacdo com os fertilizantes fosfato de monoamonio e cloreto de
potéssio, e concluiram que, nas condi¢des utilizadas, as sementes recobertas preservaram o
poder germinativo apresentado pelas sementes nuas.

Por outro lado, Pereira, Oliveira e Evangelista (2005) avaliaram a qualidade
fisiologica e sanitaria de sementes de milho de dois hibridos, submetidas a tratamentos
fitossanitarios, em associagdo com os polimeros comerciais, durante seis meses de
armazenamento. Os autores concluiram que o revestimento nao afetou a qualidade fisioldgica
de sementes de milho, nem a acdo do fungicida, porém ressaltaram que a intera¢dao polimero e
tratamento quimico, pode provocar algum efeito prejudicial na velocidade de emergéncia das
plantulas.

O emprego de fungicidas com polimeros também foi estudado por Ludwig et al.
(2011), os pesquisadores observaram que a aplicagdo do aminoacido isolado afeta
positivamente a germinagdo das sementes de soja, porém quando combinado com fungicida e
os polimeros comerciais (Polyseed CF® + Colorseed®) nio observou-se melhoras no
desempenho das sementes de soja. Entretanto, nos estudos realizados por Arsego et al. (2006)
empregando uma solugdo de recobrimento com acido giberélico, fungicidas e alcool
polivinilico sobre sementes de arroz, observaram que o uso do PVA proporcionou a obteng¢ao
de sementes adequadamente recobertas e com boa aparéncia, e bom desempenho na
germinagao.

Resultados positivos em relagdo a germinagdo também foram encontrados por
Oliveira et al. (2009), os autores relataram que o emprego de revestimentos de alginato de
sodio e carboximetilcelulose sobre sementes de feijdo manteve a umidade das sementes, o que
pode ter favorecido a germinagd@o. Do mesmo modo, Ziane, Ursua e Maté (2010) relataram
que o emprego de revestimento de quitosana nao afetou negativamente a germinacdo de
sementes de alcachofra, ao contrario, em algumas condigdes, a germinagado foi favorecida.

De forma geral, no tratamento quimico de sementes de algodao (LIMA et al., 2003b),
feijao (CLEMENTE et al., 2003), soja (LIMA et al., 2003c) e tomate (LIMA et al., 2003a), a
adicao de revestimentos poliméricos ndo prejudicou a ag¢do dos fungicidas associados as

sementes ou ao solo, além de propiciar incremento na germinagdo de sementes.
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3.2.1 Fatores de Influéncia no Desenvolvimento de Revestimentos para Sementes

A utilizagdo de sementes com alta qualidade genética, fisiologica, fisica e sanitaria é
um dos fatores importantes no sucesso de estabelecimento das culturas. A qualidade
fisiolégica das sementes ¢ caracterizada, principalmente, pela sua germinagdo, vigor e
longevidade (FRANCA NETO; KRZYZANOWSKI; HENNING, 2010). A agua ¢ um dos
fatores externos que mais influenciam o processo de germinagdo das sementes. Da absorgao
de agua resulta a reidratagcdo dos tecidos, com a consequente intensificacao da respiragao e de
todas as demais atividades metabolicas que culminam com o fornecimento de energia e de
nutrientes necessarios para a retomada do crescimento do eixo embriondrio. O oxigénio ¢é
também fator fundamental para o processo germinativo, pois participa da degradacdo das
substancias de reserva da semente para o fornecimento de nutrientes e energia para o
desenvolvimento do eixo embrionario (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

De acordo com Ferreira et al. (2015), o revestimento de sementes age como uma
barreira fisica, que pode retardar a absor¢ao de agua e oxigénio para o inicio da germinagdo, o
que pode levar a uma menor velocidade de germinag¢do e emergéncia de plantulas, e uma
reducdo do potencial germinativo das sementes. Esta barreira fisica pode restringir a
embebigdo, no entanto protege a semente contra a entrada abrupta de agua, que ¢é capaz de
causar danos aos tecidos (DERRE et al., 2013). Portanto, o polimero ideal deve ser
obrigatoriamente solivel em agua e permitir a embebicdo das sementes (WEST, 1983). De
acordo com Gorim e Asch (2012), sementes revestidas com materiais hidrofilicos podem
aumentar a quantidade de agua disponivel para a germinagdo e o desenvolvimento das
sementes.

A solubilidade dos revestimentos fornece informagdes sobre a sua integridade em
sistemas aquosos e indica qual a sua resisténcia a agua. Além disso, pode fornecer uma
indicacdo sobre a biodegradabilidade do material, que ¢ uma caracteristica importante
relacionada com sua aplicagio (GNANASAMBADAM; HETTIARACHCHY; COLEMAN,
1997). Os revestimentos empregados devem ser soliiveis e permeaveis ao vapor de dgua e os
gases para que ndo afetem negativamente o processo de germina¢do da mesma, e conforme
descrito por Martinelli-Seneme et al. (2004), o tipo de material de revestimento e sua
espessura podem afetar ou ndo a permeabilidade a agua e as trocas gasosas, a velocidade de
germinagdo e, consequentemente, os resultados de alguns testes de vigor.

Além da sua capacidade de manter a embebicdo de agua nas sementes e a

permeabilidade aos gases, outro fator a ser considerado ¢ a conservacao destas sementes
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revestidas. A conservacdo de sementes ¢ intimamente dependente do seu grau de umidade, o
qual tende a entrar em equilibrio com a umidade relativa de armazenamento. Desta forma, a
caracteristica de higroscopicidade do material de recobrimento afeta diretamente o potencial
de conservacdo da semente. Se os materiais empregados no revestimento forem altamente
higroscopicos, o revestimento pode funcionar como ponte, absorvendo a umidade do
ambiente e transferindo para a semente. Por outro lado, se a semente tiver alto grau de
umidade, a camada de revestimento funciona como barreira a transferéncia de umidade para o
ambiente, dificultando as trocas gasosas, mesmo que os materiais de recobrimento nao sejam
higroscopicos. Com isso, a semente revestida demora a atingir novo equilibrio higroscopico
quando ¢ exposta em ambientes com umidades relativas diferentes (SILVA, 1997).

Outra caracteristica que deve ser observada no desenvolvimento de revestimentos
para sementes sdo a espessura ¢ a uniformidade. Porém, poucos estudos tratam do problema
da uniformidade dos recobrimentos entre particulas e nenhum explora a questdo da
uniformidade individual, pois de certo modo, a medida da uniformidade dos recobrimentos
dentro de uma particula ¢ muito dificil de monitorar ¢ ha a necessidade do desenvolvimento
de tecnologias nessa area (MARONGA, 1998). Para equilibrar este quadro, as condigdes
operacionais devem ser otimizadas para cada tipo de material empregado € 0 monitoramento
da espessura e da uniformidade dos revestimentos ¢ fundamental para assegurar a adequagao
do processo (COSTA, 2003).

A luz é considerada um fator ambiental de fundamental importancia no controle da
germinagdo (BORGES; RENA, 1993). No processo de germinagdo ocorrem uma série de
reacoes quimicas e cada uma delas apresenta determinadas exigéncias quanto a luz
(MACHADO et al., 2002). Em muitas espécies a presenca de luz favorece a germinagao das
sementes, enquanto em outras, o comportamento germinativo das sementes ¢ melhor na
auséncia da mesma (MONDO et al., 2008). Deste modo, a opacidade de um revestimento €
um indicador da quantidade de luz que o atravessa. Quanto maior o valor de opacidade, menor
serd a quantidade de luz que atravessa o filme, podendo esta barreira ser importante para
controlar a incidéncia de luz nos produtos (PINHEIRO et al., 2010).

Assim, as caracteristicas citadas acima sdo de extrema importancia no
desenvolvimento de revestimentos para aplicagdo em sementes de interesse agricola.
Historicamente, o obstaculo primario a germinagdo das sementes revestidas ¢ a limitagao das
trocas gasosas entre a semente € o ambiente externo. Os revestimentos ndo devem retardar a
taxa de germinacao ou reduzir o percentual padrao apresentado pelas sementes ndo revestidas.

Uma vez que o revestimento age como uma barreira para a difusao do oxigénio, a germinagao
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pode ser afetada (SACHS et al., 1981). Portanto, visando superar estes problemas a tendéncia
¢ a utilizacdo de produtos biodegradaveis, que além de serem atdxicas, possibilitam o
carreamento de uma série de compostos benéficos para o crescimento das plantas, mas com
baixa toxicidade quando comparadas a outros tratamentos quimicos empregados na
agricultura (KASHYAP; XIANG; HEIDEN, 2015). Ainda, as caracteristicas higroscdopicas
dos polimeros empregados (CUQ et al., 1996), associados a transparéncia (OLIVEIRA, et al.,
1996) e opacidade podem influenciar de forma positiva nos parametros associados a

germinagao.

3.3 REVESTIMENTOS BIODEGRADAVEIS PARA APLICACAO EM SEMENTES

Os polimeros sao macromoléculas formadas a partir de unidades estruturais menores
(mondmeros), na qual o numero de unidades estruturais repetidas ¢ chamado grau de
polimerizagdo. Os atomos dessas moléculas estdo ligados entre si através de ligacdes
covalentes (MANO, 2000).

Os materiais biodegradaveis sdo considerados de grande importancia e podem ser
entendidos como um material que, quando descartado ¢ decomposto por bactérias ou outros
agentes biologicos e ambientais num curto espago de tempo, sendo que tal possibilidade vai
ao encontro as tendéncias mundiais de preservacdo do meio ambiente (HENCH, 2000). De
forma geral, os polimeros biodegradaveis sdo classificados em quatro grupos, de acordo com

sua origem (Figura 04). Os polimeros oriundos de fonte renovavel, como os de origem

agricola, microbiana e biotecnologica, sdo classificados como biopolimeros.
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Figura 04- Classificagdo dos Polimeros Biodegradaveis
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Fonte: Adaptado de AVEROUS; BOQUILLON, 2004.

Ao escolher uma composicao de revestimento adequada para um determinado tipo de
produto, ha uma série de critérios que devem ser considerados. A eficicia dos revestimentos
depende, numa primeira fase, do controle da capacidade molhante, de modo a garantir uma
superficie uniformemente revestida (CASARIEGO et al., 2008).

Desta forma, em relagdo ao preparo de revestimentos biodegraddveis ¢ necessario
empregar pelo menos um componente capaz de formar uma matriz adequada, continua, coesa
e aderente (GUILBERT; BIQUET, 1995). Para tal fim, diferentes componentes sao utilizados,
cada qual com sua finalidade especifica. Os polimeros de fontes renovaveis derivados de
plantios em larga escala tém ganhado espaco, dos quais se destaca as proteinas e os
polissacarideos (PRADELLA, 2006). Os polissacarideos mais empregados na fabricacdo de
filmes e revestimentos sao amido, celulose, alginatos, pectinas, quitosanas € algumas gomas
(LAROTONDA, 2002; THARANATHAN, 2003). Com destaque ao amido, que pode ser
obtido de diferentes fontes e tem sido empregado, puro e em misturas, em diferentes trabalhos
com resultados bastante promissores (MALI et al., 2004; 2005; 2006; MULLER et al., 2008;
2009; MALI et al., 2010; MELO et al., 2011; GARCIA et al., 2011; FARIA; VERCELHEZE;
MALI, 2012).

A gelatina ¢ uma proteina de origem animal obtida do colageno por hidrdlise acida

ou basica, no Brasil ¢ produzida em abundancia, a baixo custo e com propriedades funcionais
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adequadas para a fabricacdo de filmes (CARVALHO, 1997). O dlcool polivinilico ¢ um
polimero sintético, hidrofilico, biodegradavel, ndo toéxico, biocompativel com outros
polimeros e que apresenta boa capacidade de formagdao de filmes, além de excelente
compatibilidade com amido e gelatina (MORAES et al., 2008).

As nanoargilas t€ém sido empregadas em materiais a base de amido uma vez que,
além de manter a biodegradabilidade atuam como refor¢o mecanico (CYRAS et al, 2008). Por
fim, pode-se ainda empregar bactérias que promovam o crescimento vegetal visando
estimular o crescimento das plantas por diversas maneiras, como por exemplo, a capacidade
de fixagao bioldgica de nitrogénio (HUERGO et al., 2008).

Neste trabalho empregou-se a mistura de trés polimeros biodegradaveis, amido de
mandioca, gelatina e alcool polivinilico, empregando-se glicerol como plastificante, a
nanoargila sodica (Cloisite ® Na *) como aditivo, com a adi¢do da bactéria promotora do
crescimento vegetal Azospirillum brasilense Ab-V5 para obten¢ao de um revestimento a ser
aplicado em sementes de milho. As misturas de amido de mandioca e gelatina ja foram
estudadas para a producdo de filmes e revestimentos biodegraddveis com diferentes
aplicagdes (ARVANITOYANNIS et al.,, 1997; ARVANITOYANNIS; NAKAYAMA;
VEIGA-SANTOS et al., 2007; AL-HASSAN; NORZIAH, 2012; TONGDEESOONTORN et
al., 2012; FAKHOURI et al., 2013), misturas de amido de mandioca e alcool polivinilico
também tém sido relatadas na literatura (TUDORACHI et al., 2000; JAYASEKARA et al.,
2004; RAJ; SOMASHEKAR, 2004, HAN; CHEN; XU, 2009; FARIA; VERCELHEZE;
MALI, 2012; RAJ; ZANELA et al., 2015) e como materiais de reforco o uso de amido e
nanoargila (CHUNG et al., 2010; FARIA; VERCELHEZE; MALI, 2012), ainda a
incorporagdo de bactérias promotora do crescimento vegetal (CONCEICAO et al., 2009).
Porém nao ha relatos na literatura com o emprego da mistura ternaria de amido de mandioca,
gelatina e élcool polivinilico incorporados de nanoargila associados da bactéria Azospirillum
brasilense Ab-V5 para a producdo de filmes e/ou revestimentos biodegradaveis a serem

aplicados em sementes.
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3.3.1 Amido de Mandioca

O amido ¢ um polissacarideo de reserva energética de cereais, tubérculos, algumas
leguminosas e frutas. Pode ser encontrado abundantemente na natureza gracas ao cultivo
extensivo e intensivo de cereais e tubérculos. E totalmente biodegradavel, atoxico, de fonte
renovavel e tem custo relativamente baixo quando comparado a outros polimeros
biodegradaveis e sintéticos (DA ROZ, 2003). E considerado como um produto de grande
potencial devido a versatilidade de uso na alimenta¢ao humana e animal e aplicabilidade na
industria. A exploragdo deste potencial depende do conhecimento de suas propriedades
quanto a estrutura, forma, absorcdo de agua, solubilidade, inchamento e viscosidade
(CEREDA et al., 2002).

O amido ¢ uma mistura de dois polimeros de glicose estruturalmente diferentes:
amilose e amilopectina (Figura 05). A amilose formada por uma cadeia predominantemente
linear de unidades de a-D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas o (1-4), e apresenta
estrutura helicoidal, estabilizada por ligagdes de hidrogénio entre os grupamentos hidroxila
das moléculas de glicose. A amilopectina consiste em longas cadeias compostas por unidades
de D-glicose unidas entre si por ligagdes a-1,4 -glicosidicas, com pontos de ramificagdo que
ocorrem a cada 20 a 25 unidades de glicose, com ligagdes entre o carbono niimero 1 de uma

unidade de glicose e o carbono numero 6 de outra unidade (ligagao a-1,6 -glicosidica) (ELLIS

et al.,1989).

Figura 05- Estrutura da amilose e amilopectina.
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Os amidos nativos se apresentam na forma de granulos (1 a 100 um) onde as cadeias
de amilose e amilopectina se organizam de forma concéntrica, com regides amorfas (menos
organizadas) e cristalinas (mais organizadas) alternadas (Figura 06), apresentando entre 15 e
45 % de cristalinidade. A regido cristalina (lamela cristalina) ¢ constituida pelas cadeias
laterais da amilopectina, enquanto os pontos de ramificagdo ¢ a amilose sdo os principais
componentes da regido amorfa (lamela amorfa). A cristalinidade dos granulos ¢ descrita
principalmente em funcao das duplas hélices formadas pelas ramificagdes da amilopectina. As
areas cristalinas do amido mantém a estrutura do granulo, controlam o seu comportamento na
dgua, tornando-o relativamente resistente ao ataque enzimdtico e quimico (ROCHA;

DEMIATE; FRANCO, 2008).

Figura 06 — Esquema das regides amorfas e cristalinas de um granulo de amido.
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Fonte: (Adaptado de BULEON et al., 1998).

As cadeias de amilopectina dentro dos granulos estdo radialmente arranjadas com
seus grupos terminais nao redutores em direcdo a superficie e estas sdo organizadas
alternando areas cristalinas e amorfas. A molécula de amilopectina consiste de uma cadeia
principal C, que carrega o grupo redutor e varias cadeias ramificadas A e B, as cadeias de uma
ou mais moléculas interligam-se, formando duplas hélices (CEREDA et al., 2002).

O amido tem propriedades de gelatinizagdo, fusdo, gelificagdo e retrogradagdo. O
aquecimento de suspensdes de amido com excesso de dgua causa uma transi¢do irreversivel

denominada gelatinizacdo, que ¢ definida como o colapso das ordena¢des moleculares dentro

do granulo de amido, com quebra das ligacdes de hidrogénio entre as cadeias de amilose e
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amilopectina, com concomitantes mudangas irreversiveis nas suas propriedades, assim como
inchamento do granulo, fusdo cristalina, perda da birrefringéncia, desenvolvimento da
viscosidade e solubilizacao do amido (JAROWENKO, 1971).

A gelificacdo ocorre quando, apds a gelatinizagdao, submete-se a pasta viscoeldstica
amorfa ao resfriamento e armazenamento. A turbidez aumenta, assim como a viscosidade € a
rigidez, formando-se um gel opaco. A retrogradacdo ¢ um processo no qual, acima da
temperatura de transi¢do vitrea, as cadeias do amido amorfo independente do teor de agua,
comegam a se reassociar em um estado mais ordenado (VAN SOEST, 1997).

A aplicacdo do amido na producdo de filmes se baseia nas propriedades quimicas,
fisicas e funcionais da amilose para formar géis e na sua capacidade para formar filmes. As
moléculas de amilose em solu¢do, devido a sua linearidade, tendem a se orientar
paralelamente, aproximando-se o suficiente para que se formem ligagcdes de hidrogénio entre
hidroxilas de polimeros adjacentes. Como resultado, a afinidade do polimero por agua ¢
reduzida, favorecendo a formagao de pastas opacas e filmes resistentes (WURZBURG, 1986).

Dependendo da fonte botanica, a grande maioria dos amidos nativos contém 20 a 30
% de amilose e 70 a 80 % de amilopectina, o que confere caracteristicas especificas ao amido
(CEREDA et al., 2002). O amido de mandioca nativo possui um sabor suave e pasta clara,
com cerca de 18 % de amilose e 82 % de amilopectina (GALLANT et al., 1997). A mandioca
(Manihot esculenta Crantz) ¢ um dos tubérculos mais cultivados no mundo, sendo o Brasil
um dos principais paises produtores. Em 2014, o pais produziu 24 milhdes de toneladas de
mandioca numa éarea de 1,9 milhdes de ha, e os principais produtores foram os estados do
Para, Bahia, Parana, Santa Catarina, Sdo Paulo e Mato Grosso. No mesmo ano, o Parana foi o
maior produtor de amido de mandioca do pais, concentrando 70 % da produgdo nacional,
atingindo 333, 3 mil toneladas produzidas (ABAM, 2015).

O amido de mandioca vem sendo bastante estudado para a produgdo de materiais
biodegradaveis (MALI et al., 2004; 2005; 2006; MULLER et al., 2008; 2009; MALI et al.,
2010; MELO et al., 2011; GARCIA et al., 2011; FARIA; VERCELHEZE; MALI, 2012;
VERCELHEZE et al., 2012, 2013; DEBIAGI; MARIM; MALI, 2015). As suas boas
propriedades formadoras de filmes, aliadas ao baixo custo e elevada disponibilidade, fazem
do amido de mandioca uma alternativa vidvel para a produgdo de revestimentos a serem
aplicados em sementes, que precisam ter bom desempenho aliado ao baixo custo.

Contudo, os filmes produzidos somente com amido sdo quebradigos, devido a alta
forca intermolecular, possuem baixa resisténcia mecanica e apresentam alta sensibilidade a

umidade, o que os tornam insatisfatorios para algumas aplicacdes (TAPIA-BLACIDO et al.,
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2004). Desta forma, para obtencdo de produtos com melhores caracteristicas fisicas,
mecanicas ¢ aceitagdo comercial, o amido deve ser modificado ou misturado a outros

polimeros para melhorar suas propriedades (HALLEY, 2005).

3.3.2 Alcool Polivinilico

A mistura do amido com outros polimeros sintéticos biodegraddveis ¢ um dos
seguimentos de grande importancia para o desenvolvimento de novos materiais (TEIXEIRA,
2007). Diante disso, estudos vém sendo realizados com blendas de amido e alcool polivinilico
visando melhorar suas propriedades de barreira e mecanicas (SHI et al., 2008; FARIA;
VERCELHEZE; MALI 2012; TAVARES, 2013; BRANDELERO; ALMEIDA; ALFARO,
2015).

O élcool polivinilico (PVA) ¢ a resina sintética, solivel em agua e biodegradavel
produzida em maior volume no mundo. Foi obtido pela primeira vez em 1924, por Herrman e
Haehnel, pela hidrélise do poli (acetato de vinila), que ¢ a forma de obtengdo comercial
utilizada até hoje. Em 1961, Staudinger estudou a transformagdo reversivel entre o poli
(alcool vinilico) e o poli (acetato de vinila) por meio das reagdes de esterificacdo e
saponificagdo (MARTEN, 1985).

As propriedades basicas do alcool polivinilico dependem da massa molecular e do
grau de hidrélise, conforme observado na Figura 07. A relacdo entre o percentual de
hidroxilas e o numero inicial de radicais acetato no polimero final representa o grau de
hidrélise (GH) do PVA e as propriedades do polimero sdo influenciadas por este parametro

(TANG; ALAVI, 2011).



Figura 07 - Propriedades fisicas do PVA
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Industrialmente sdo produzidos diversos tipos de PVA, com diferentes graus de
hidrolise (GH) e graus de polimerizagdo (GP). Quanto ao GH, sdo classificados em
parcialmente hidrolisados (acima de 88 %) ou altamente hidrolisados (98-99 %), e quanto ao
grau de polimeriza¢do, em muito baixa viscosidade (viscosidade = 3 - 4 cP; GP = 150 - 300),
baixa viscosidade (viscosidade = 5 - 6 cP; GP = 350 - 650), média viscosidade (viscosidade =
22 - 30 cP; GP = 1000 - 1500) e alta viscosidade (viscosidade = 45 - 72 cP; GP = 1600 -
2200) (ARANHA; LUCAS, 2001). O élcool polivinilico (PVA) apresenta uma estrutura
quimica relativamente simples com grupos hidroxilas laterais (PEPPAS, 2000), conforme

observado na Figura 08 o esquema da sintese do PV A hidrolisado.
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Figura 08 - Esquema da sintese do PVA hidrolisado.
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O PVA tem sido utilizado em um grande nimero de aplicacdes industriais, e
apresenta elevada resisténcia mecanica, propriedade de adesdo, alta resisténcia a tragdo e
compressdo, boa flexibilidade, barreira ao oxigénio, aromas, 6leos e solventes, e elevada
compatibilidade com a matriz polimérica de amido. As boas propriedades de barreira a gases
do PVA sdo devidas a sua estrutura cristalina monoclinica pequena e densamente empacotada
(AKCELRUD, 2007).

E um dos poucos polimeros semicristalinos soliiveis em agua com boas
caracteristicas interfaciais e mecanicas. O PVA tem sido usado em processamento de papel e
fibras e como estabilizante de emulsdo, além de ser importante como matéria-prima para
filmes. Uma caracteristica importante deste composto ¢ a degradabilidade e ndo toxicidade
(MARTEN, 1985). No entanto, um fator que afeta seu uso ¢ o custo elevado quando
comparado a outros polimeros petroquimicos convencionais, como o polietileno e o
polipropileno (TANG; ALAVI, 2011). Assim, o uso do PVA em blendas com outros
polimeros biodegradaveis e de menor custo, como o amido, ¢ uma alternativa viavel para
diminuir seus custos, possibilitando seu emprego em novos nichos de mercado, como a

producao de revestimentos para aplicagao em sementes.
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3.3.3 Gelatina

Entre os polimeros naturais, as proteinas também se destacam e tém sido
consideradas bastante promissoras para elaboracao de biofilmes (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010), como a gelatina (FAKHOURI et al., 2007; CARVALHO; GROSSO,
2006; SOBRAL et al., 2001), proteina miofibrilar do peixe (ZAVAREZE et al., 2012;
MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 1998), soro de leite (AVENA-BUSTILLOS;
KROCHTA, 1993; CHEN, 1995; FLANAGAN; GUNNING; FITZGERALD, 2003;),
proteinas de amendoim (LIU; TELLEZ-GARAY; CASTELL-PEREZ, 2004), proteina de soja
(ROCHA et al., 2014; CTANNAMEA et al., 2011), zeina (CORREA; LOPES FILHO, 2009),
entre outras.

A gelatina ¢ uma proteina de origem animal, obtida do coldgeno por hidrélise acida
ou basica, sendo produzida em abundancia no Brasil, a baixo custo ¢ com propriedades
funcionais adequadas para a fabricag¢do de filmes e revestimentos comestiveis (FAKHOURI et
al., 2007), apresenta propriedade de formar géis termo reversiveis apds ser aquecida,
solubilizada e resfriada. O mecanismo de formagdo envolve interligacdes idnicas entre
grupamentos aminicos e carboxila dos aminoacidos, com a ajuda de ligacdes de hidrogénio
(BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009). Além disso, ¢ uma proteina anfotérica com
ponto isoelétrico (pl) entre 5 e 9 dependendo da matéria-prima e do método da manufatura
(BAILEY; LIGHT, 1989). E incolor ou ligeiramente amarela, inodora, solivel em agua
quente, glicerol e 4cido acético e insoluvel em solventes organicos (BUDAVARI, 1996).
Apresenta também a capacidade de formar uma estrutura em tripla-hélice especifica ndo
observada em polimeros sintéticos (esta estrutura ¢ formada em solugdes a baixas
temperaturas) e apresenta estado vitreo em 205 - 210 °C, sendo resistente ao calor (KOZLOV;
BURDYGINA, 1983).

A gelatina difere de outros hidrocoldides por ser uma proteina totalmente digerivel,
possul em sua composicao quase todos os aminodcidos essenciais, com excecao do triptofano
(POPPE, 1987). Contudo, a quantidade de cada tipo de aminodcido encontrado na gelatina ¢
variavel, pois depende dos processos utilizados para sua obtencdo e da matéria-prima
empregada (STEVENS, 1992).

A obtencao industrial de gelatina soliivel envolve a hidrdlise controlada através de
tratamento acido ou alcalino, da matéria-prima utilizada, seguido de desnaturagdo térmica.
Deste processo se obtém os diferentes tipos de gelatina, com diferentes aplicabilidades em

funcao da necessidade do mercado consumidor (BORDIGNON, 2010). As gelatinas obtidas



45

por tratamento acido sdo designadas do tipo A, enquanto que as do tipo B sdo as obtidas por
tratamento alcalino (GENNADIOS et al., 1994).

A qualidade da gelatina depende, em grande parte, de suas propriedades reologicas,
sobretudo a viscosidade e capacidade de formacao de gel (TAVAKOLIPOUR, 2011), sendo
comercializada de acordo com sua for¢a de geleificagdo (LOPES, 1976). Neste sentido, a
gelatina pode ser aplicada como clarificante de bebidas (GASS, 2001), agente espessante em
iogurtes ¢ na confeccdo de capsulas medicamentosas (IGOE, 1983), em molhos e sopas
instantaneas, estabilizante de sorvetes, queijos e saladas de frutas (MCWILLIAMS, 2001) e
ainda serem empregadas na elaboragdo de filmes e revestimentos, devido a sua abundancia e
biodegradabilidade (JONGJAREONRAK et al., 2006), auséncia de cor e sabor e, facil
dissolu¢do (TAVAKOLIPOUR, 2011) ressaltando ainda, seu facil manuseio e valores
elevados de resisténcia a tragado (FAKHOURI, 2003; BERTAN, 2005).

De acordo com Sampaio e Sampaio (1994), o principal objetivo do uso de
revestimentos ¢ o de melhorar o comportamento da semente, tanto do ponto de vista
fisiologico, como econdmico. Além do uso de polimeros biodegradédveis ¢ possivel adicionar
outros componentes nas formulagdes de revestimentos visando melhorar as propriedades
fisicas, quimicas e mecanicas. Portanto, o emprego de misturas poliméricas biodegradaveis
associadas de aditivos vem como uma alternativa vidvel no desenvolvimento de uma
agricultura sustentdvel, pois visa utilizar materiais de baixo custo, de fontes renovaveis,
atoxicos e, com boas propriedades para o desenvolvimento de revestimentos biodegradaveis

para aplicacdo em sementes.

3.3.4 Aditivos Empregados na Elaboracio de Revestimentos Biodegradaveis

As propriedades e aplicagdes de revestimentos poliméricos biodegradaveis
dependem das suas propriedades mecanicas e de barreira, e alguns aditivos podem ser
empregados para melhorar o desempenho destes materiais em relag@o a estas propriedades.

Dentre os aditivos mais empregados estdo os plastificantes, e a sua adi¢do ¢
necessaria para melhorar as propriedades mecanicas de filmes plésticos produzidos a partir de
amido puro ou em misturas (MALI et al., 2005). Os plastificantes reduzem as forgas
intermoleculares e aumentam a mobilidade das cadeias poliméricas, com diminui¢do de
possiveis descontinuidades e zonas quebradicas. Levam a um decréscimo da temperatura de

transicdo vitrea (Tg), isto ¢, favorecem a transicdo do material de um estado vitreo,
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caracterizado por uma menor mobilidade molecular entre as cadeias do polimero e por uma
maior rigidez, para um estado borrachento ou gomoso, de maior mobilidade molecular e
flexibilidade. O decréscimo da Tg se reflete nas propriedades mecanicas: pode-se perceber um
decréscimo da forg¢a na perfuracdo e tragdo e¢ o aumento da deformacao dos filmes nesta
situacdo (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1993).

Na realidade, os plastificantes influenciam todas as propriedades funcionais dos
filmes, ndo s6 as propriedades mecanicas. A permeabilidade ao vapor de agua tende a
aumentar com o incremento do teor de plastificantes hidrofilicos, como ¢ o caso dos poliois.
De acordo com McHugh e Krochta (1994), o aumento do teor de plastificante leva ao
aumento da permeabilidade aos gases de filmes hidrofilicos, ou seja, o plastificante interage
com as moléculas do biopolimero, aumentando a mobilidade e diminuindo a densidade entre
as suas moléculas, facilitando a transmissdo dos gases através do material.

Dentre os plastificantes mais utilizados em filmes de amido estdo os polidis, sendo o
glicerol o mais empregado. O glicerol ¢ um composto organico, de baixa massa molar,
compativel com o amido e outros biopolimeros, que apresenta comprovada agdo positiva
sobre as propriedades mecanicas dos filmes produzidos a base de amido (MALI et al., 2004;
2005; 2006). A propor¢ao adequada entre polimero e glicerol depende do tipo de polimero
empregado e, de acordo com os dados de literatura, sdo necessarios em torno de 20-25 g de
glicerol/100 g de polimero biodegradavel (MALI et al, 2004).

Outro grupo de compostos que tém sido relatados como aditivos em materiais
biodegradaveis sdo as nanoargilas. As nanoargilas sdo compostas predominantemente pelo
argilomineral montmorilonita (55-70 %), do grupo das esmectitas, e sdo conhecidas pelo
nome genérico de bentonitas (GARCIA, 2003). A montmorilonita possui particulas com
tamanhos que podem variar de 2-0,1 um, podendo apresentar formato de placas ou laminas.
Pertencem ao grupo dos filossilicatos, cujas placas sdo caracterizadas por unidades estruturais
constituidas por uma folha de tetraedros de silica, ligados pelos oxigénios localizados nos
vértices da base, ¢ uma folha de octaedros de alumina ligados pelas faces laterais
(ALEXANDRE; DUBOIS, 2000). E possivel observar ainda, que na estrutura da
montmorilonita podem ocorrer substituigdes nas camadas tetraédricas trocaveis como Na®,
Ca®", Li", fixos eletrostaticamente. Essas substitui¢des sdo conhecidas como isomérficas, pois
ndo causam distor¢cdo na estrutura das lamelas, por serem todos esses atomos de tamanhos
similares (COELHO et al., 2007). Estas informac¢des podem ser visualizadas na Figura 09.

As principais caracteristicas da montmorilonita como material de reforco em

matrizes poliméricas sdao: sua procedéncia natural (origindrias da alteragdo de cinzas
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vulcanicas), grande capacidade de inchamento, troca i6nica e elevada rigidez (RAY;
OKAMOTO, 2003). Além disso, as camadas de montmorilonita possuem espessura inferior
ao comprimento de onda de luz visivel, ndo desviam a luz, sendo entdo transparentes,
resistentes a solventes e altas temperaturas (WEISS et al., 2006). As argilas sdo materiais
versateis, encontrados em abundincia na natureza, que apresentam granulometria
extremamente fina, sendo atdxicas e de baixo custo (ALBANEZ, 2008). Devido a suas
propriedades funcionais como barreira a gases, estabilidade térmica, propriedades mecanicas
e transparéncia, tem sido muito estudadas para a producao de novos materiais (CHIVRAC et

al., 2008).

Figura 09 - Estrutura da montmorilonita.
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Fonte: PAIVA; MORALEZ; GUIMARAES, (2006).

Nanocompositos sdo materiais hibridos em que ao menos um de seus componentes
esta na escala nanométrica, ¢ dependendo da natureza dos componentes usados (silicato,
cation organico e tipo de polimero), juntamente com o método de preparagdo, ¢ possivel
obter-se trés tipos de nanocompositos, conforme Figura 10. Quando as moléculas de um

polimero penetram no espago interlamelar aumentando a distancia entre as lamelas, porém
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mantendo a ordenagdo das mesmas, tem-se um nanocomposito intercalado. Entretanto, se a
interagdo entre o polimero e as lamelas for intensa, a ponto de separa-las individualmente,
deixando-as dispersas na matriz polimérica, o material adquirido ¢ classificado como
esfoliado. No caso de pouca interagao entre o polimero e a argila, ndo havendo penetragao do
polimero nas galerias do silicato, obtém-se um microcomposito (ALEXANDRE; DUBOIS,
2000). Vérios trabalhos incorporando nanoargila a filmes de amido tem sido reportados
visando a melhoria das propriedades mecanicas e de barreira (PARK et a., 2002; PARK et a.,
2003; WILHELM et al., 2003; KAMPEERAPAPPUN et al.,2007; SILVA et al., 2009;
CHUNG et al., 2010; FARIA; VERCELHEZE; MALLI, 2012).

Figura 10 - Esquema dos diferentes tipos de compostos resultante da interagdo de polimeros e
nanoargilas.

Camadas de argila

P I Monomeros

(&) Microcompdsito (b) Nanccompdsito esfoliade () Nanoccompdsito intercalado

Fonte: Adaptado de BOURBIGOT et al., (2004).

3.4 Uso de Revestimentos para a Veiculacio de Microrganismos

De acordo com Oliveira et al. (2014), uma das alternativas concretas a diminui¢ao da
dependéncia da agricultura brasileira por fertilizantes minerais e por agroquimicos ¢ a
ampliacdo da oferta de insumos biologicos de alta eficiéncia, ¢ o emprego de bactérias
promotoras de crescimento vegetal (BPCVs) pode auxiliar no encontro da sustentabilidade

dos sistemas agricolas, pois sdo produzidas e atuam sob baixa demanda de energia.
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Dentre os mecanismos de promocdo do crescimento vegetal por estes
microrganismos pode-se destacar a fixagdo biologica de nitrogénio (FBN), a produgdo de
fitormonios (auxinas, citocininas, giberelinas, etileno), a solubiliza¢ao de fosfatos; ou, ainda,
mecanismos indiretos, como o controle bioldgico de fitopatogenos e insetos, aumento da
resisténcia a estresses biodticos e abidticos, além de outros mecanismos (OLIVEIRA et al.,
2014; HUNGRIA, 2011).

Esses microrganismos vivem no solo e a principal porta de entrada para a
colonizagdo bacteriana nas plantas ¢ através das fissuras de raiz, mas podem ocorrer também
por feridas causadas por fitopatdgenos microbianos, nematoides e tratos culturais ou pelos
estomatos (HARDOIM et al., 2008).

As bactérias do grupo Rhizobiaceae sdo as mais citadas e exploradas quando se trata
de crescimento vegetal (BASHAN; BASHAN, 2005). Contudo, uma variedade de bactérias
podem ser consideradas BPCV, como por exemplo, Acetobacter, Azotobacter, Pseudomonas,
Bacillus, com énfase do presente estudo as do género Azospirillum (HAYAT et al., 2010).

As bactérias do género Azospirillum abrangem um grupo de BPCVs de vida livre que
¢ encontrado em quase todos os lugares da terra, e que dentre os mecanismos exercidos por
estes microrganismos estdo a FBN e produgdo de fitormonios (HUNGRIA, 2011). Seu
1solamento se deu com o uso de meios semissolidos sem nitrogénio. No caso de Azospirillum,
o crescimento ¢ dependente de fixagdo de N2 e ocorre em regides do meio de cultura onde a
taxa de difusdo de O; estd em equilibrio com a taxa de respiracdo das bactérias e apds a
pelicula ser formada, a mesma vai se deslocando até a superficie do gradiente de oxigénio,
devido ao fendmeno de aerotaxia (DOBEREINER et al., 1995).

Esses microrganismos colonizam tanto o interior quanto a superficie das raizes de
vérias gramineas e cereais (DOBEREINER; BALDANI, 1982). De acordo Victoria e Lovell
(1994), esse fator pode estar relacionado com a baixa especificidade em relagdo a planta
hospedeira, que permite ao microrganismo utilizar uma variedade de acidos organicos e
aromaticos e ainda acucares e aminoacidos disponiveis na rizosfera (HARTMANN; ZIMEER,
1994).

As bactérias do género Azospirillum sao microrganismos heterotréficos capazes de
fixar o nitrogénio atmosférico (N2) em condigdes micro aerdbicas (ROPER; LADHA, 1995).
Sao bactérias gram-negativas, com formato de bastonete e uniflageladas (QUADROS, 2009).
A fonte de carbono preferenciais sdo acidos organicos como o malato (BALDANI et al.,
1997a) e as fontes de nitrogénio principais sdo amonia, nitrato, nitrito, aminodcidos e

nitrogénio molecular (TRENTINI, 2010). Apresentam ainda varios mecanismos de prote¢ao
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como a producdo de poli (B-hidroxibutirato) e melanina, e na formagao de cistos, visando sua
sobrevivéncia em condi¢gdes desfavoraveis (DEL GALLO; FENDIRIK, 1994).

Os mecanismos de acdo das espécies de Azospirillum ainda ndo foram totalmente
elucidados (HARTMANN; ZIMMER, 1994). Contudo, sua capacidade de fixar o nitrogénio
atmosférico ¢ possivel gragas a acdo do complexo enzimatico dinitrogenase, que ¢ capaz de
romper a tripla ligagdo do N2 e reduzi-lo a amoénia, a mesma forma obtida no processo
industrial (HUNGRIA et al., 2007). Além da FBN, o Azospirillum produz componentes como
o acido indol-acético (AIA), giberilinas e citocininas que estimulam o crescimento das raizes
de diversas espécies de plantas (TIEN et al, 1979). Nesse sentido, pesquisas vem
demonstrando que o Azospirillum estimula o crescimento e a produtividade de varias espécies
de plantas com grande relevancia agronomica (BASHAN et al., 2004).

A associacdo positiva entre o Azospirillum e gramineas foi demostrada em diversos
estudos resultando na maioria dos casos um aumento na produgdo das plantas inoculadas
(PENOT et al., 1992; OKON LABANDERA-GONZALEZ, 1994, BASHAN; HOLGUIN,
1997, STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000; BASHAN et al., 2004; HUNGRIA et al.,
2010; DARTORA et al., 2013).

Normalmente a inoculagdo com Azospirillum ¢ feita com a aplicagdo do produto
solido (como turfa) ou liquido nas sementes (HUNGRIA, 2011). Todavia, uma das formas de
atingir altas producdes € o emprego de novas tecnologias. Diante disso, o desenvolvimento de
novos produtos ¢ fundamental para aumentar a produtividade da lavoura por hectare
(POTAFOS, 1995).

Nesse sentido, a imobilizagdo de microrganismos em matrizes poliméricas ¢ uma
técnica nova e que vem crescendo nas ultimas décadas (LEBEAU; ROBERT, 2006;
MORENO-GARRIDO 2008). Esta técnica ¢ bastante promissora pois possibilita o
fornecimento ininterrupto de nutrientes aos microrganismos € confere prote¢do contra o
estresse ambiental (de-BASHAN et al, 2004; de-BASHAN; BASHAN, 2010;
COVARRUBIAS et al., 2012).

Porém, na literatura sdo relatados poucos trabalhos sobre a veiculagdo desses
microrganismos em revestimentos de sementes, no trabalho desenvolvido por Conceigao et al.
(2008), fo1 verificado que o recobrimento de sementes se mostra como op¢ao de inoculagao
de bactérias diazotroficas endofiticas, da espécie Herbaspirillum seropedicae (Z67), pois
garante a sobrevivéncia dessas bactérias, no recobrimento, até a emissdo das raizes pelas
plantas. Do mesmo modo que a adi¢do de 4cidos humicos, bactérias e o uso conjunto desses

estimularam o crescimento vegetal.
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Em 2009, Conceicdo e colaboradores utilizaram sementes de milho UENF 506-8 e
recobriram estas sementes com uma mistura de calcario, meio de cultura semissolido, agua e a
estirpe H. seropedicae 767 BR 11175 e, avaliaram a qualidade fisiologica das sementes
recobertas e a sobrevivéncia das células bacterianas sob armazenamento. Os autores
verificaram que o recobrimento das sementes ndo alterou a perda natural da qualidade
fisioldgica das sementes durante o armazenamento. Ainda, nos tratamentos onde foi utilizado
o recobrimento contendo as bactérias foi detectada a presenca das células bacterianas nas
raizes das plantulas oriundas de sementes armazenadas por até 60 dias.

Diante do exposto acima, tendo em vista os custos econdomicos e ambientais
decorrentes do uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos e o fato de que o Brasil importa em
média 73 % do nitrogénio empregado na agricultura (HUNGRIA, 2011), se faz necessario o
estudo de alternativas que visem uma agricultura sustentavel como o uso de BPCVs, visando
auxiliar na sustentabilidade dos sistemas agricolas e, ainda o desenvolvimento de novas
formulagdes visando o aumento na produtividade dos graos, dentre esses, o milho.

Este trabalho se insere neste contexto, contribuindo com um estudo de
desenvolvimento e caracterizacdo de diferentes formulacdes de revestimentos biodegradaveis
e de baixo custo, € a sua influéncia sobre a germinacao de sementes de milho, assim como, a
incorporagdo do microrganismo da espécie Azospirillum brasilense Ab-VS5, considerado uma

BPCV, a estes revestimentos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAIS

Para a producao das matrizes poliméricas empregadas como revestimento em
sementes de milho foram utilizados amido de mandioca da marca Yoki Alimentos S.A.
(Paranavai-PR), gelatina purissima (BIOTEC — Sao Paulo-SP) com for¢a de gel — “Bloom”de
150 — 220 g, alcool polivinilico (Reagen) com gral de hidrélise de 86,5-89,5 % e nanoargila
sodica ndo modificada (Cloisite ® Na* - Southern Clay, Estados Unidos). As sementes
empregadas no estudo foram de milho hibrido 2B5874X da Dow Agro Sciences e, P30F53H
da Dupont. O microrganismo empregado foi o Azospirillum brasilense estirpe Ab-V5
registrado no MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento) para uso como

inoculante comercial.

4.2 PRODUCAO DOS REVESTIMENTOS

Foi empregado um delineamento experimental de misturas simplex-centrdide com 10
experimentos para avaliar o efeito do emprego dos diferentes polimeros nas propriedades dos
revestimentos produzidos. Os polimeros empregados foram amido (X1), gelatina (X2) e alcool
polivinilico (X3). Em todos os experimentos foram utilizados os mesmos procedimentos de
preparo, variando-se apenas os componentes das solugdes filmogénicas, que foram preparadas
sempre com 3 % (m/v) de polimero puro ou das misturas dos polimeros testados, conforme

estabelecido no delineamento experimental (Tabela 02).
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Tabela 02- Composi¢ao das solugdes filmogénicas empregadas para o preparo dos
revestimentos segundo o delineamento simplex-centréide para misturas

terndrias.
Formulagao Componentes Originais* Valores codificados
Xi X; X3 X" X" X3
Amido  Gelatina PVA Amido Gelatina PVA
AM3.0 3 0 0 1 0 0
GL3.0 0 3 0 0 1 0
AP3.0 0 0 3 0 0 1
AM1.5GL1.5 1,5 1,5 0 0,5 0,5 0
AMI1.5AP1.5 1,5 0 1,5 0,5 0 0,5
GL1.5AP1.5 0 1,5 1,5 0 0,5 0,5
AM2.0GLO0.5APO0.5 2,00 0,5 0,5 0,6667  0,1667 0,1667
AMO.5GL2.0APO0.5 0,50 2,00 0,50 0,1667  0,6667 0,1667
AMO0.5GL0.5AP2.0 0,50 0,50 2,00 0,1667 0,1667 0,6667
AM1.0GL1.0AP1.0 1,00 1,00 1,00 0,3333 00,3333 0,3333

* (g/ 100 g s6lidos). AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g s6lidos), GL3.0 (gelatina 3- g/ 100 g solidos), AP3.0 (alcool
polivinilico 3- g/ 100 g solidos), AM1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina 1,5 - g/ 100 g solidos), AM1.5AP1.5 (amido
1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g sélidos), GL1.5AP1.5 (gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g
solidos), AM2.0GLO.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 0,5- g/ 100 g soélidos),
AMO.5GL2.0AP0.5 (amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g so6lidos), AM0.5GL0.5AP2.0
(amido 0,5, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 2 - g/ 100 g so6lidos), AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e
alcool polivinilico 1 - g/ 100 g so6lidos).

Os revestimentos foram produzidos conforme fluxograma apresentado na Figura 11.
Inicialmente a gelatina foi hidratada em agua destilada a temperatura ambiente por 1 hora e
apos foi solubilizada a 55 °C por 30 minutos. O alcool polivinilico (PVA) foi aquecido a 95
°C por 30 minutos sob agita¢do constante e 0 amido de mandioca foi aquecido a 90 °C por 10
minutos. Por fim, foram misturados todos os componentes da formulagdo, com agitacao
continua em Banho Maria (Marconi MA 127) a 90 °C por 30 minutos até obtencdo de uma
mistura homogénea. Em todas as formulagdes empregou-se 20 g de glicerol/100 g de

polimero como plastificante e, 0,2 g de nanoargila/100 g de polimero, previamente hidratada
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por 1 hora. Para que se pudesse fazer a caracterizacdo dos revestimentos, estes foram
produzidos no formato de filmes, isto ¢, 20g das respectivas solugdes filmogénicas foram
aplicadas em um suporte (placas de acrilico), e foram secas a 30 °C em estufa com circulagao
de ar (Marconi MA 035) por 24 horas. Todos os filmes foram condicionados sob umidade
relativa (UR) de 58 - 60 % em estufa incubadora tipo B.O.D (Marconi MA 415) contendo

solugdo saturada de brometo de sodio a 25 °C antes de serem caracterizadas.

Figura 11- Fluxograma do processo de obtencdo das formulagdes empregadas como
revestimentos em sementes de milho.

Gelatina- hidratacaoporl Nanoargila
/\ hora e solubilizacd0 8 55 °C | _"'
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Tratamento Prévio

Alcool polivinilico (PVA) -
aguecimentoa 95 °C por 30
minutos sob agitacao

constante. —

REVESTIMENTO

4.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES

4.3.1 Avaliaciao Subjetiva

Na avaliagdo subjetiva foram observadas as seguintes caracteristicas: Continuidade:
auséncia de rupturas, fraturas, apds secagem; Homogeneidade: auséncia de particulas
insoliveis ou visiveis a olho nu, ou zonas de opacidade ou cores diferenciadas;

Manuseabilidade: possibilidade de ser manuseado sem riscos de ruptura (RIGO, 2006). Os
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filmes foram classificados de acordo com um padrdo definido como: ® @ @ e excelente o o

e bom e e deficiente.

4.3.2 Espessura

A espessura foi determinada conforme Monterrey e Sobral (1999). Fixou-se a massa
da solugdo filmogénica adicionada nas placas de acrilico, e a espessura foi medida com o
auxilio de um micrometro manual (Mitutoyo, Japao). Foram avaliados 05 pontos diferentes do

filme, sendo um no centro e os outros quatro pontos no perimetro.

4.3.3 Analise de pH das Solucdes Filmogénicas

Diluiu-se 1,0 g de cada formulacdo (Tabela 02) em 9,0 mL de agua destilada, ¢ a
mistura foi mantida em repouso por uma hora. As determinagdes de pH foram realizadas em
potencidometro (Digimed DM20) sob temperatura ambiente. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.3.4 Umidade

A umidade dos filmes produzidos foi determinada conforme a metodologia proposta
pelas Normas Analiticas do IAL para cereais e amilaceos (1985). Onde foram cortados 3
corpos de prova (20 x 20 mm) de cada formulagdo, pesados em balanca analitica (Marte
AY220), em seguida as amostras foram secas em estufa de circulagdo de ar (Marconi MA

035) 4 105 °C até peso constante.

4.3.5 Solubilidade

Amostras dos filmes (20 x 20 mm|) previamente secas foram mergulhadas em
erlenmeyers de 100 mL contendo 80 mL de 4gua destilada e agitados lentamente por 4 e 24
horas a 25 °C em incubadora orbital. Apos este periodo, as amostras foram removidas e secas
em estufa com circulagdo e renovagdo de ar (60 “C por 24 horas) para determinar a massa do
material que ndo foi solubilizado (peso final). A solubilidade foi expressa pela porcentagem
de material seco solubilizado (GONTARD; GULIBERT; CUQ, 1992). As analises foram

realizadas em triplicata.
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4.3.6 Capacidade de Absor¢io de Agua

A capacidade de absor¢ao de dgua das amostras foi determinada conforme norma
ABNT NBR NM ISSO 535 (1999). Amostras com aproximadamente 20 x 20 mm, foram
pesadas e submersas em 100 mL de dgua destilada, sob temperatura ambiente. Os corpos de
prova foram colocados em contato com a dgua por diferentes tempos (1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30
minutos), depois o excesso de agua foi retirado com papel toalha e as mesmas foram pesadas
para avaliar o incremento da massa. Os ensaios foram realizados em triplicata. A capacidade

de absor¢do de agua foi calculada como a porcentagem de agua absorvida por amostra.

4.3.7 Permeabilidade ao Vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua foi determinada pelo método gravimétrico de
acordo com a ASTM E-96-00 (2000) sob temperatura de 25 °C. Corpos de prova de cada
amostra foram fixados na abertura circular (60 mm) da capsula de permeabilidade, com o
emprego de graxa de silicone, para garantir que a migracdo de umidade ocorresse
exclusivamente através do revestimento. Os ensaios de cada formulacdo foram feitos em trés
diferentes gradientes (A) de umidade relativa (UR): (A = 0-33 % UR) - com a capsula de
permeabilidade preenchida com cloreto de célcio anidro (0 % UR) e o dessecador contendo
solugdo saturada de cloreto de magnésio (33 % UR); (A = 33-64 % UR) - com a cépsula de
permeabilidade preenchida com cloreto de magnésio (33 % UR) e o dessecador contendo
solucdo saturada de nitrato de sodio (64 % UR) e (A = 64-90 % UR) — com a céapsula de
permeabilidade preenchida com solugdo saturada de nitrato de sodio (64 % UR) e dessecador
contendo solucdo saturada de cloreto de bario (90 % UR). As cépsulas foram pesadas apos 4 h
de estabilizacdo do sistema, com posteriores pesagens a cada 3 horas por um periodo total de
48 horas. O ganho de massa de cada capsula foi plotado em fun¢do do tempo, e da reta obtida
por regressdo linear foi determinado o coeficiente angular e calculada a taxa de

permeabilidade ao vapor de dgua (7PermA) através da Equagao 1:

Q

TPermA = (Equacao 1)

~
*
o
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Onde, g/t ¢ o coeficiente angular da reta (regressdo linear) e A ¢ a area de permeacao
(m?) da cépsula. Em seguida, a permeabilidade ao vapor de agua (PermA) foi calculada

utilizando a equacao:

A permeabilidade foi calculada de acordo com a Equagao (2):

(TPermA  e) .
PermA = Equacao 2

(s (*5559))

Onde PermA ¢é a permeabilidade ao vapor de agua (g/msPa), a TPermA ¢ a taxa de
permeabilidade ao vapor de 4gua (g/m?s), e ¢ a espessura do filme, Ps ¢ a pressio de saturacio
do vapor de 4dgua sob 25 °C, URd e URc sdo as umidades relativas no dessecador e na capsula,

respectivamente. As analises foram realizadas em duplicata.

4.3.8 Microscopia Eletronica de Varredura

As imagens da superficie dos filmes foram obtidas no Laboratorio de Microscopia e
Microanalise da UEL, por meio de um microscopio eletronico de varredura FEI Quanta 200
(Oregon — EUA). As amostras foram secas em estufa de circulagdo de ar (Marconi MA 035) a
60 °C por 24 horas e, mantidas em dessecadores contendo cloreto de calcio anidro por 1
semana. Em seguida, as amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro e as

imagens foram realizadas empregando-se uma voltagem de aceleragdo de 20 kV.

4.3.9 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

As amostras foram secas em estufa com circulagdo e renovagao de ar (Marconi, MA
035) a 60 °C por 12 h. Realizaram-se os espectros de FT-IR em espectrofotometro de
infravermelho Varian (modelo 640-IR, Sao Paulo — SP- Brasil) acoplado de suporte ATR,
abrangendo a faixa espectral de 4.000 a700 cm™, com resolucio de 4 cm™ e 100 varreduras de

cada amostra.
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4.3.10 Difracao de raios-X

Os difratogramas dos revestimentos produzidos foram obtidos utilizando-se um
difratometro de Raios-X (X'Pert-Philips). As condi¢des de andlise foram: (I) voltagem e
corrente: 40 kV e 40 mA, respectivamente; (II) faixa de varredura: 20 de 2 a 60°; (III) passo:

0,1° e (IV) velocidade 1°/min, dotado de monocromador de feixe secundario de grafite.

4.3.11 Analise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica foi realizada em um analizador (TGA 50 - Shimadzu),
em uma atmosfera de nitrogénio (50 mL min™'). As amostras foram aquecidas de 30 a 600 °C,
com uma taxa de aquecimento de 10 °C min’!. A partir das curvas de porcentagem de massa
em funcdo da temperatura foram calculados os pardmetros de Tmax (temperatura de
degradacdo na taxa de perda maxima) e Too (temperatura onde a amostra mantém 90 % da sua

massa residual).

4.3.12 Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas de tragdo foram analisadas conforme o Norma D 882-95
da American Society for Testing and Materials (ASTM, 1995) utilizando-se um texturometro
Brookfield - modelo CT3. Antes da realizacdo dos ensaios mecanicos, 0s corpos de prova
foram condicionados em uma estufa incubadora tipo B.O.D (Marconi MA 415) por 84 horas a
25 °C sob umidade relativa de 58 %. Os corpos de prova foram selecionados de acordo com a
espessura, permitindo uma variacdo de no méaximo 10 %. Para determinagdo das espessuras
foi utilizado um micrometro manual (Mitutoyo, Japao). Para o ensaio de tracdo foram
utilizados sete corpos de prova (25 x 50 mm) de cada formulagdo, que foram fixados nas
garras de tragdo do equipamento a uma distancia de 30 mm e velocidade de 2 mm/s. Os
valores de resisténcia maxima a tragdo (RMT) foram calculados a partir das curvas de forca

versus deformacao obtidas.
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4.4 APLICACAO DOS REVESTIMENTOS NAS SEMENTES DE MILHO

Além de serem produzidos filmes em suportes, os revestimentos foram aplicados
sobre as sementes de milho. Os ensaios de revestimentos das sementes de milho foram
conduzidos em condi¢des de laboratério e, em temperatura ambiente. Em um recipiente de
plastico foram adicionadas 100 gramas de sementes de milho, na sequéncia adicionou-se 10
mL de cada solugdo de revestimento (Tabela 02), e a mistura foi homogeneizada por 15
minutos sob ventilacdo constante. Posteriormente, as sementes revestidas foram
acondicionadas em estufa B.O.D (Marconi MA 415) por 24 horas a 25 °C até completa
secagem conforme representado na Figura 12. Foram testadas todas as formulagdes
apresentadas na Tabela 02 e todos os testes foram realizados em triplicatas.

As sementes revestidas foram condicionadas sob umidade relativa (UR) de 58 - 60 %
em estufa incubadora tipo B.O.D (Marconi MA 415) contendo solug¢do saturada de brometo

de so6dio a 25 °C antes de serem caracterizadas.

Figura 12- Processo de revestimento das sementes de milho.

(a) (b) (c) (d) (e)

(a)Sementes de milho sem revestimento; (b) Aplicagdo do revestimento; (c¢) Processo de homogeneizagdo e
secagem; (d) Processo de secagem final; () Sementes de milho revestidas.

4.5 ANALISES REALIZADAS NAS SEMENTES DE MILHO

4.5.1 Avaliacdo Subjetiva

A avaliacdo subjetiva realizada nas sementes foi padronizada e alguns parametros

determinados da seguinte forma: Homogeneidade: auséncia de particulas insoliveis ou
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visiveis a olho nu, ou zonas de opacidade ou cores diferenciadas; Continuidade: sementes
revestidas totalmente recobertas com a matriz polimérica apds secagem; Manuseabilidade:
possibilidade de ser manuseado sem riscos de remog¢ao do revestimento nas sementes. As
sementes foram classificadas de acordo com um padrao definido como: @ e e e excelente e

e @ bom e e deficiente.

4.5.2 Teste de Adesao dos Revestimentos

O teste de adesdo foi realizado nas formulagdes que continham amido em sua
composicao (AM3.0, AM1.5GL1.5, AM1.5AP1.5, AM2.0GL0.5AP0.5, AM0.5GL2.0AP0.5,
AMO0.5GL0.5AP2.0 e AM1.0GL1.0AP1.0). Foram pesados 10 g de sementes de milho com e
sem revestimentos, apds imersos em solugdo de lugol por 30 segundos. A confirmagdo da
adesdo da matriz polimérica nas sementes estudadas foi avaliada de forma visual através da
observagao de mudanca de coloracao nas superficies das sementes de milho. Todos os testes

foram realizados em triplicata e registrados com fotos.

4.5.3 Densidade Aparente

A densidade das sementes foi determinada através do calculo da relagdo peso/volume
com método adaptado de Silva e Marcos Filho (1982), onde as sementes de milho com e sem
revestimento foram pesadas com auxilio de uma proveta de 30 mL em balanca analitica
(Marte AY220). A analise de densidade consistiu na medida direta da massa das sementes,
dividida pelo seu volume, obtendo o resultado em g/cm’. Os testes foram realizados em

quintuplicata.

4.5.4 Distribuicao de Massa

Foram pesadas individualmente 100 sementes de milho com e sem revestimentos em

balanca analitica (Marte AY220), permitindo a anélise da distribuicdo de massa.

4.5.5 Determinacio do Teor de Agua

O teor de agua das sementes foi determinado de acordo com as Regras para Analise

de Sementes (BRASIL, 1992). Foram pesados em balanca analitica (Marte AY220) 10 g de
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sementes de milho com e sem revestimentos e, secos em estufa de circulacao de ar (Marconi
MA 035) a 105 °C por 24 horas. As sementes foram retiradas da estufa, resfriadas em
dessecador e pesadas novamente, obtendo-se o seu peso seco. Os testes foram realizados em

triplicata e os resultados foram expressos em porcentagem.

4.5.6 Teste de Germinacao

O teste padrao de germinacgao foi efetuado de acordo com as Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 1992). Foram empregadas quatro repeti¢des de 50 sementes, distribuidas
sobre duas folhas de papel Germitex® umedecido com 4gua destilada autoclavada equivalente
a trés vezes o peso do papel. Apos a semeadura, recobriu-se com uma terceira folha para fazer
os rolos, que na sequéncia foram colocados em um germinador (DeLeo—Porto Alegre-RS)
regulado a 25 °C. A contagem do nimero de plantulas normais, anormais e, que nao
germinaram foi realizado no quarto e sétimo dia. A porcentagem de germinagdo no 7° dia foi
determinada contabilizando-se as plantulas normais apenas. Os resultados foram expressos em

porcentagem.

4.5.7 Microscopia Eletronica de Varredura

As imagens das sementes de milho com e sem revestimentos foram obtidas no
Laboratério de Microscopia da UEL, através de um microscopio eletronico de varredura FEI
Quanta 200 (Oregon — EUA). As amostras foram secas em estufa de circulacdo de ar
(Marconi MA 035) a 35 °C por 24 horas e, mantidas em dessecadores contendo cloreto de
calcio anidro por 1 semana. Em seguida, as amostras foram recobertas com uma fina camada

de ouro e as imagens foram realizadas empregando-se uma voltagem de aceleracao de 20 kV.
4.6. INOCULACAO DO MICRORGANISMO NO REVESTIMENTO
4.6.1 Processo de Esterilizacido da Solu¢do Filmogénica

ApoOs obtencao das respectivas formulagdes e caracterizagdo das mesmas e, diante
dos resultados obtidos, a amostra AM1.5GL1.5, produzida com a mistura bindria de amido e

gelatina, foi selecionada para dar continuidade ao trabalho. Dessa forma, a formulagao

selecionada foi esterilizada em autoclave por 15 minutos, & temperatura de 121 °C e pressao
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de 1 atm, apos resfriamento adicionou-se de forma estéril a suspensdo bacteriana contendo o

microrganismo Azospirillum brasilense Ab-V5.

4.6.2 Adicao do Microrganismo ao Revestimento das Sementes

Uma suspensdo bacteriana foi preparada em meio descrito por Oliveira et al. (2014),

contendo uma concentragdo de 10® células de A. brasilense Ab-V5, e foram obtidos quatro

tratamentos variando-se a forma de inoculacdo das sementes, conforme Quadro 01.

Quadro 01- Tratamentos utilizados para estudo da viabilidade do microrganismo.

Tratamento Modo de preparo

T1 Tratamento controle, sem a semente, contendo a solucdo de
revestimento puro (AMI1.5GL1.5) autoclavada e inoculada com
microrganismo.

T2 Semente ndo revestida, apenas inoculada com a suspensao bacteriana
do microrganismo.

T3 Solugdo de revestimento puro (AMI.5GL1.5) autoclavada e
inoculada com microrganismo e, em seguida, empregada para revestir
as sementes.

T4 Semente inoculada com a suspensdo bacteriana do microrganismo e,
em seguida, revestida com a solu¢do do revestimento puro.

Ap0s o preparo dos diferentes tratamentos, as sementes foram previamente secas em

temperatura ambiente, dentro da cabine de fluxo laminar e, em seguida, 100 g de cada

tratamento foram acondicionados em placas de Petri estéreis descartaveis, vedadas com filme

plastico e armazenadas em temperatura ambiente ao abrigo de luz para posterior avaliacdo da

manuten¢ao da viabilidade das células microbianas (0, 0,25, 1, 6, 10 e 15 dias).

4.6.3 Avaliacio de Viabilidade Microbiana

Para avaliagdo da viabilidade do A4. brasilense Ab-V5 foram utilizados 100 g de cada

tratamento (Quadro 1), que foram adicionados em um erlenmeyer contendo 100 mL de

solugdo salina (0,9 % m/v) e Twen 80 (0,1 % v/v) estéreis, e mantidos sob agitagdo constante

em agitadora orbital a 250 rpm por 30 minutos. Os tratamentos foram feitos em triplicata e
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avaliados em cinco tempos (0, 0,25, 1, 6, 10 e 15 dias) apds o preparo. Em cada tempo de
cultivo, foram determinadas a viabilidade celular de 4. brasilense Ab-V5. A avaliagdo da
viabilidade celular foi realizada através da contagem de Unidades Formadoras de Colonia

(UFC) pelo método da gota (Drop Plate).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise de alguns dos resultados de caracterizagdao dos revestimentos foram
obtidos modelos matematicos ctubicos (Equacao 3) empregando-se o software Statistica 7.0
(Statsoft, Oklahoma, USA):

Y = BiXi + BaXo + B3Xz + PraXiXo + B13Xi Xz + P23Xa X3 + B123X1 X2 X3 (Equagdo 3)
onde Y ¢ a variavel dependente ou resposta, B1, B2, B3, B2, P13, B23, € P123 s30 os parametros
estimados para cada termo linear e de interacdo obtido nos modelos onde as varidveis foram
amido de mandioca (X), gelatina (X2), e PVA (X3). Graficos de contorno foram obtidos para
a andlise dos efeitos das variaveis estudadas.

Para as andlises de microestrutura dos revestimentos (MEV, FT-IR, DRX e TGA)
nao foram construidos modelos matematicos.

Os outros dados obtidos foram submetidos a anélise da variancia (ANOVA) e teste
de Tukey de comparacdo de médias (p < 0,05) empregando-se o software Statistica 7.0

(Statsoft, Oklahoma, USA).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS FILMES

5.1.1 Analise Subjetiva

Os resultados da andlise subjetiva, que incluem a continuidade, homogeneidade e

manuseabilidade estdo apresentados na Tabela 03.

Tabela 03 - Resultado da avaliagdo subjetiva nos filmes de amido de mandioca, gelatina e
alcool polivinilico.

Formulagao Continuidade Homogeneidade Manuseabilidade
AM3.0 eoe eoo o0
GL3.0 RN eoooeo XXX
AP3.0 RN eoooeo XXX
AMI1.5GL1.5 oo eooo oo o
AMI1.5AP1.5 eoooe eooe eoooe
GL1.5AP1.5 eooo eooo eoooe
AM2.0GLO0.5APO0.5 () ) ()
AMO0.5GL2.0APO0.5 eoo eooe o0
AMO0.5GL0.5AP2.0 eeoo eoooe oo e
AM1.0GL1.0AP1.0 eeoo eoooe oo e

AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g sdlidos), GL3.0 (gelatina 3- g/ 100 g solidos), AP3.0 (&lcool polivinilico 3- g/ 100 g
solidos), AM1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina 1,5 - g/ 100 g soélidos), AM1.5AP1.5 (amido 1,5 e alcool
polivinilico 1,5 - g/ 100 g sdélidos), GL1.5AP1.5 (gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g so6lidos),
AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 0,5- g/ 100 g sélidos), AM0.5GL2.0AP0.5
(amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g sélidos), AMO0.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e
alcool polivinilico 2 - g/ 100 g s6lidos), AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100
g solidos). Padrao empregado: @ e e e excelente o @ @ bom e e deficiente.

A funcionalidade e o comportamento dos revestimentos dependem principalmente
das suas propriedades mecanicas e de transporte, que por sua vez dependem da composi¢cdo
do filme, do seu processo de formacdo e do método de aplicagdo no produto (PINHEIRO et
al., 2010). Diante disso, a quantidade de solidos adicionados a mistura (Tabela 02) e o modo

de preparo que incluiu a homogeneidade, temperatura e tempo (Figura 11) foram de extrema
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importancia na elaboracdo das formulagdes empregadas como revestimentos biodegradaveis
em sementes de interesse agricola.

Conforme os resultados apresentados na Tabela 03, as condigdes de processo para o
preparo dos revestimentos estabelecidas neste estudo, tais como a hidratacao da gelatina (1
hora) e, a prévia solubilizacdo do alcool polivinilico (PVA) e do amido de mandioca foram
satisfatorias na elaboracdo das formulacdes obtidas, pois a maioria dos filmes apresentaram-se
continuos, sem auséncia de rupturas e fraturas.

Em relagdo a homogeneidade, os filmes correspondentes a formulagdo
AM2.0GL0.5AP0.5 foram classificados como deficientes pois apresentaram visualmente
zonas opacas, este fato pode estar relacionado com a temperatura ¢ o processo de
homogeneizagdo, ou seja, de alguma forma a interagdo entre os componentes da formulacao
influenciou negativamente na completa solubilizacdo dos polimeros. No trabalho realizado
por Rigo (2006), nos tratamentos elaborados com 50 % de amido modificado associado de 50
% de amido nativo também se observou filmes com zonas de opacidade, a autora atribui este
fendmeno a diferenga da temperatura de gelatinizacao dos dois tipos de amidos.

Em relagdo a manuseabilidade, somente as formulagdes AM3.0, AM2.0GL0.5AP0.5
e AMO0.5GL2.0AP0.5 ndo apresentaram um bom desempenho, podendo ser rompidas quando
manuseadas. Materiais a base de amido puro, como a formulacio AM3.0, em geral sdo
quebradicos e possuem baixa flexibilidade (BRITO et al., 2011), desta forma, necessita-se a
introducdo de aditivos a estes materiais no sentido de melhorar estas caracteristicas
(HALLEY, 2005; MALI et al., 2010; FARIA; VERCELHEZE; MALI 2012). Nas amostras
AM?2.0GLO.5AP0.5 e AM0.5GL2.0AP0.5 a baixa manuseabilidade foi atribuida a0 momento
em que as amostras eram retiradas do suporte (placas de acrilico), pois ocorria ruptura dos
filmes.

No geral, os filmes produzidos a base de amido de mandioca, gelatina e alcool
polivinilico incorporados com nanoargilas, obtidos neste trabalho tiveram a aparéncia de um
plastico transparente, além de se apresentaram continuos, homogéneos e com bom aspecto

visual, conforme visualizado na Figura 13.
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Figura 13- Filmes de amido de mandioca, gelatina e alcool polivinilico empregados como
revestimentos biodegradaveis em sementes de milho.

~3

a)AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g so6lidos), b) GL3.0 (gelatina 3- g/ 100 g so6lidos), ¢) AP3.0 (alcool polivinilico 3- g/
100 g solidos ), d) AM1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina 1,5 - g/ 100 g sélidos), €) AM1.5AP1.5 (amido 1,5 e
alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g solidos), f) GL1.5AP1.5 (gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g
solidos), g) AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 0,5- g/ 100 g soélidos), h)
AMO0.5GL2.0AP0.5 (amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g so6lidos), i) AM0.5GL0.5AP2.0
(amido 0,5, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 2 - g/ 100 g so6lidos), j) AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e
alcool polivinilico 1 - g/ 100 g so6lidos).
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5.1.2 Espessura, pH e umidade dos filmes
Os resultados de espessura € pH dos filmes de amido de mandioca, gelatina e alcool
polivinilico estdo apresentados na Tabela 04. Como estes resultados foram empregados

apenas para se conhecer a espessura ¢ o pH dos materiais ndo foi empregada a metodologia da

superficie de resposta para a analise destes resultados.

Tabela 04- Resultados de espessura e pH dos filmes de amido de mandioca, gelatina e alcool

polivinilico.

Formulagdes Espessura (mm) pH
AM3.0 0,11+0,01° 5,95 + 0,057
GL3.0 0,130,012 5,57 + 0,005°
AP3.0 0,13 +0,012 5,69 +0,221°
AM1.5GL1.5 0,13 +0,012 5,86 +0,112%
AMI.5AP1.5 0,13+0,012 6,16 + 0,199°
GL1.5AP1.5 0,13+0,01°? 5,75 £ 0,056%
AM2.0GL0.5AP0.5 0,13+0,02° 5,96+ 0,011
AMO0.5GL2.0AP0.5 0,13+0,012 5,86+ 0,015%
AMO0.5GL0.5AP2.0 0,13+0,012 5,69 £0,245"
AMI1.0GL1.0AP1.0 0,13+0,012 5,85 + 0,005

Meédia + desvio padrio. Letras diferentes significam diferenga significativa (p < 0,05) entre as médias (teste de
Tukey). AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g sélidos), GL3.0 (gelatina 3- g/ 100 g sélidos), AP3.0 (&lcool polivinilico 3-
g/ 100 g sdlidos), AM1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina 1,5 - g/ 100 g s6lidos), AM1.5AP1.5 (amido 1,5 e alcool
polivinilico 1,5 - g/ 100 g sdlidos), GL1.5AP1.5 (gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g solidos),
AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 0,5- g/ 100 g sélidos), AM0.5GL2.0AP0.5
(amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g sélidos), AMO0.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e
alcool polivinilico 2 - g/ 100 g sélidos), AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100
g s6lidos).

De acordo com Sobral (2000) o controle da espessura dos filmes biodegradaveis ¢
dificil, sobretudo nos processos de producdo do tipo casting, devido a viscosidade das
solugdes e da formacdao de bolhas durante o preparo dos filmes. Ao contrario do que foi
mencionado pelo autor, neste trabalho a espessura dos filmes variou entre 0,11 e 0,13 mm
(Tabela 04), foi uma variagdo pequena e que confirma a processo de produgdo resultou em

filmes homogéneos. Valores de espessura semelhantes (0,11 a 0,14 mm) foram encontrados
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no trabalho desenvolvido por Melo (2010) em filmes elaborados pela técnica de casting com
amido de mandioca puro e em misturas com goma xantana. Igualmente, no trabalho
desenvolvido por Scheibe (2012), na elaboracao de filmes com amido de mandioca se obteve
um valor de espessura de 0,13 mm e, na formulagdao de amido de mandioca adicionada de
fibras de sisal houve um aumento significativo nos valores de espessura para 0,26 mm.

Ao contrario dos resultados encontrados por Fakhouri et al. (2007) onde a espessura
dos biofilmes foram menores, variando de 0,053 mm para as formulagdes compostas por
gelatina e amido de trigo € 0,063 mm para as formulagdes compostas com gelatina ¢ amido de
batata.

O pH das solugdes filmogénicas variou entre 5,57 (formulagdo GL3.0) e 6,16
(formulagdo AM1.5AP1.5) (Tabela 04) e pode-se perceber que também foi uma variagao
pequena. Estes valores estdo em conformidade com a literatura, onde os valores de pH da
gelatina tém sido reportados dentro da faixa de 3,8 a 5,0 para gelatinas processadas por pré-
tratamento acido e 4,7 a 7,5 para processadas por pré-tratamento alcalino (ALFARO, 2008).
O valor de pH do 4lcool polivinilico varia conforme seu grau de hidrélise nas faixas de 5,0 e
7,0 (BRISCO, 2016). A maioria dos amidos nativos apresenta pH proximo da neutralidade
(MARCON; AVANCINI; AMANTE, 2007).

Diante disso, pode-se observar que os valores de pH encontrados neste trabalho
ficaram proximos da neutralidade, o que € uma caracteristica interessante para os materiais
produzidos, uma vez que podem servir como matriz polimérica para a imobilizacdo de
nutrientes e/ou microrganismos.

Os resultados de umidade dos filmes variaram de 13,11 a 24,71 % e estdo

apresentados na Tabela 05.
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Tabela 05- Resultados de umidade dos filmes de amido de mandioca, gelatina e alcool

polivinilico.

Formulagdes Umidade (%)
AM3.0 13,74 + 5,33
GL3.0 20,29 + 3,04
AP3.0 23,87 + 4,65
AMI1.5GL1.5 24,71 + 8,25
AMI1.5AP1.5 16,01 2,20
GL1.5APL.5 24,63 + 0,87
AM2.0GL0.5APO0.5 11,65+431
AMO0.5GL2.0APO0.5 16,03 + 1,75
AMO0.5GL0.5AP2.0 18,59 + 3,83
AM1.0GL1.0AP1.0 13,11 + 6,69

AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g solidos), GL3.0 (gelatina 3- g/ 100 g sélidos), AP3.0 (alcool polivinilico 3- g/ 100 g
s6lidos), AMI1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina 1,5 - g/ 100 g so6lidos), AM1.5AP1.5 (amido 1,5 e alcool
polivinilico 1,5 - g/ 100 g sdlidos), GL1.5AP1.5 (gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g sélidos),
AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 0,5- g/ 100 g sélidos), AM0.5GL2.0AP0.5
(amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g s6lidos), AM0.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e
alcool polivinilico 2 - g/ 100 g s6lidos), AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100
g solidos)

O modelo estatistico gerado para esta resposta estd apresentado na Equacdo 4. O
modelo gerado foi significativo ao nivel de 10 % de significancia (p = 0,057) e o coeficiente

de correlagio foi satisfatério (R? = 0,94).

Umidade = 13,33X;** + 19,69X,** + 24,44 X3%* + 28,78 X1 X2 — 10,85X1 X3 + 10,16X2X3 —
282,09X1 X X3*** (Equacao 4)
(** p <0,05; ***p <0,01)

Pode-se perceber por meio do modelo (Equagdo 4) que os efeitos lineares das trés
varidveis independentes foram positivos e significativos em nivel de 5 % de significancia para
esta resposta, no entanto o maior efeito foi observado para a varidvel X3 (dlcool polivinilico).
A interagdo terndria entre as trés varidveis (X1X2X3) apresentou efeito negativo e significativo
em nivel de 1 % de significancia, ou seja, nas formulacdes onde foram empregadas misturas
ternarias dos trés polimeros a umidade foi menor, o que pode ser confirmado na Figura 14.
Possivelmente, quando foi empregada a mistura ternaria, a interagdo entre os trés polimeros

tenha sido favorecida em detrimento da intera¢ao polimero-agua.
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Figura 14 -Grafico de contorno para os resultados de umidade dos filmes de amido de
mandioca, gelatina e alcool polivinilico.
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5.1.3 Solubilidade

Os resultados de solubilidade em agua nos periodos de 4 e 24 horas dos filmes de

amido de mandioca, gelatina e 4lcool polivinilico estdo apresentados Tabela 06.
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Tabela 06- Resultados de solubilidade dos filmes de amido de mandioca, gelatina e alcool

polivinilico.

Formulagdes Solubilidade 4 h (%) Solubilidade 24 h (%)
AM3.0 27,22+ 7,92 49,80 + 1,67
GL3.0 28,75+ 1,32 54,68 + 4,61
AP3.0 61,65 + 3,64 84,61 £0,95
AM1.5GL1.5 29,44 £ 2,44 45,27+ 10,84
AM1.5AP1.5 24,49 £ 738 55,76 + 4,72
GLI1.5AP1.5 13,32 +4,24 40,88 + 1,45
AM2.0GL0.5AP0.5 21,70 £ 9,06 51,34 +£ 891
AMO.5GL2.0AP0.5 28,79 £ 0,19 56,29 + 3,12
AMO0.5GL0.5AP2.0 28,87 + 8,53 64,39 + 7,33
AM1.0GL1.0AP1.0 18,12 + 3,61 45,47 + 3,74

AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g solidos), GL3.0 (gelatina 3- g/ 100 g s6lidos), AP3.0 (alcool polivinilico 3- g/ 100 g
solidos), AM1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina 1,5 - g/ 100 g so6lidos), AMI1.5AP1.5 (amido 1,5 e alcool
polivinilico 1,5 - g/ 100 g soélidos), GL1.5AP1.5 (gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g sélidos),
AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 0,5- g/ 100 g sélidos), AM0.5GL2.0AP0.5
(amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g sélidos), AM0.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e
alcool polivinilico 2 - g/ 100 g solidos), AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100
g solidos).

Os modelos estatisticos gerados para estas respostas estdo descritos nas equagdes 5 €
6. O modelo para a solubilidade 4 h foi significativo em nivel de 5 % de significancia (p =
0,0423) e apresentou R? igual a 0,95, enquanto o modelo para solubilidade 24 h ndo foi

significativo (p = 0,1222) e apresentou R? igual a 0,90.

Solubilidade 4h = 26,49X** + 30,83X*** + 61,21 X3*** + §,50X1Xs — 82,14X 1 X3** —
124,26 X0oX3*** +88,89X1XoX3  (Equacdo 5)
(** p <0,05; ***p <0,01)

Solubilidade 24h = 49,52X*** + 56,66 X,*** + 85,12X3***-24, 49X X, — 45,32X1X3 —
110,08X0X3** +224,38X1XoX3  (Equacdo 6)
(** p <0,05; ***p <0,01)
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Os efeitos lineares das trés variaveis independentes foram positivos e significativos
para as duas respostas de solubilidade (4 e 24 horas), e o maior efeito linear foi observado
para a variavel X3 (4lcool polivinilico) em ambos os casos, o que pode ser observado na
Tabela 06 onde o filme que apresentou os maiores valores de solubilidade nos tempos de 4 e
24 h foi o AP3.0 (formulado apenas com o alcool polivinilico), com valores de 61,65 e 84,61
%, respectivamente.

Ainda, as interacdes X1X3 e X2X3 apresentaram um efeito negativo no tempo de 4
horas e, no tempo de 24 horas somente a interacdo X2X3 teve efeito significativo e negativo
sobre a solubilidade (Tabela 06). Na Figura 15, observa-se que as solubilidades dos filmes em
4 ¢ 24 horas apresentaram as mesmas tendéncias de resposta, e que os valores maximos de

solubilidade foram obtidos para os filmes produzidos apenas com o dalcool polivinilico
(AP3.0).

Figura 15- Grafico de contorno para os resultados de solubilidade dos filmes de amido de
mandioca, gelatina e alcool polivinilico.

a) Solubilidade em 4gua: 4 horas; b) Solubilidade em dgua: 24 horas.

b
a g
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A solubilidade em agua dos biofilmes desenvolvidos por Fakhouri et al. (2007)
variou de 24,38 % para os filmes elaborados com gelatina e amido de trigo a 30,20 % para os
filmes elaborados com gelatina e amido de arroz, valores inferiores dos apresentados neste
estudo. De acordo com os autores, esta propriedade direciona a aplicacdo do filme, e em

alguns casos, a sua total solubilizagao em agua pode ser benéfica.
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Do mesmo modo, Gnanasambadam, Hettiarachchy e Coleman (1997), ressaltam que
o conhecimento sobre a solubilidade dos revestimentos mostra qual ¢ sua integridade em
sistemas aquosos e indica qual a sua resisténcia a agua. Assim, fornece indicagdes sobre a
biodegradabilidade do material, que ¢ uma propriedade importante relacionada com sua

aplicagao.

5.1.4 Capacidade de Absorcao de Agua (CAA)

Na Tabela 07 estdo expressos os resultados da capacidade de absor¢do de agua em
diferentes tempos (1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos) dos filmes de amido de mandioca,
gelatina e dlcool polivinilico. Como a capacidade de absor¢do de 4gua foi medida em
diferentes tempos, optou-se por apresentar os resultados em uma tabela para facilitar a
comparagao entre as diferentes formulacdes.

Para todas as amostras a CAA aumentou significativamente com o aumento do
tempo de andlise (Tabela 07); em 1 minuto de analise a CAA variou de 128 % (misturas
ternarias AM2.0GL0.5AP0.5 e AM0.5GL2.0AP0.5) a 274 % (formulacdao AP3.0). Apds 30
min de analise, a CAA variou entre 284 % (mistura ternaria AM1.0GL1.0AP1.0) e 740 %
(AM3.0).

A formulagdo contendo apenas o alcool polivinilico (AP3.0) (Tabela 07) se desfez
em pedagos pequenos apds 5 minutos de ensaio, ndo sendo possivel recolher o material para a
pesagem. Esta formulacdo foi a que apresentou maior umidade e solubilidade como observado
anteriormente. A solubilidade do alcool polivinilico € uma caracteristica intrinseca do proprio
material (SREEDHAR et al., 2005), sendo esta influenciada pelo grau de hidrolise. Neste
trabalho foi empregado alcool polivinilico parcialmente hidrolisado (~88 % de hidrdlise), e
Segundo Tang e Alavi (2011), menores graus de hidrélise do alcool polivinilico levam a um

aumento da sua solubilidade em agua, o que pode estar
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Tabela 07- Resultados da capacidade de absor¢ao de agua em diferentes tempos (1, 5, 10, 15,
20, 25 e 30 minutos) dos filmes de amido de mandioca, gelatina e alcool
polivinilico.?

Formulagdes Tempo (minutos)

1 5 10 15 20 25 30
m
GL3.0 142?5 1B 130+8P4 2334284 383438 4441:69A 3954848 5 071: 10¢

AP3.0 274?74A 502d:al 1094 ND ND ND ND ND
AM1.5GL1.5 142?14B 30543580 317?80A 446;:40A 491?18A 500+£3742 5971:37B
AMI1.5APL.5 18 1ﬂ0:14B 2905080 336?20A ND ND ND ND
GL1.5AP1.5 224ﬂC:10A 317+165° 368ﬂb:48A 458;:90A 457?12A 45143240 467?29C

AM2.0GL0O.5AP0.  128+32¢  122490P¢  126+60¢ 128+50° 285+388  394+404B  442+70¢

5 c c c b a a

AMO.5GL2.0AP0. 128+10¢ 1544+60P4 199+60B 254+60C€ 264+£20% 3254908 331+12P
5 e c b b a

AMO.5GLO0.5AP2. 215274  359+15%  361+60 425+£534 4514414 564+124 ND
0 d c b b

AMI1.0GL1.0AP1. 187+£27% 156+£50™® 186+118  180+20¢ 203+80° 264+90¢* 284+70°
0 b b b b a

 Letras maitsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05) e
letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). ° -
AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g s6lidos), GL3.0 (gelatina 3- g/ 100 g sélidos), AP3 (alcool polivinilico 3- g/ 100 g
solidos), AM1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina 1,5 - g/ 100 g sélidos), AM1.5AP1.5 (amido 1,5 e &lcool
polivinilico 1,5 - g/ 100 g sdlidos), GL1.5AP1.5 (gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g solidos),
AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 0,5- g/ 100 g soélidos), AM0.5GL2.0AP0.5
(amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g sélidos), AM0.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e
alcool polivinilico 2 - g/ 100 g s6lidos), AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100
g solidos). * ND — Nao Determinado.

Esta propriedade ¢ bastante importante, pois a dgua ¢ um dos fatores que mais
influencia o processo de germinagao das sementes, ¢ de acordo com Carvalho e Nakagawa

(2000), da absorcao de agua resulta a reidratacao dos tecidos e a intensificagdo da respiracao e
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de todas as demais atividades metabdlicas que culminam com o fornecimento de energia e de

nutrientes necessarios para a retomada do crescimento do eixo embriondrio.

5.1.5 Permeabilidade ao vapor de agua (PermA)

Os resultados de permeabilidade ao vapor de agua dos filmes produzidos estdo

apresentados na Tabela 08.

Tabela 08- Resultados de permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes de amido de mandioca,
gelatina e alcool polivinilico.

Formulagao Permeabilidade ao vapor de agua (g/msPa) x 10'°

A(0-33% UR)  A(33-64% UR) A (64-90 % UR)

AM3.0 3,45° 3,85° 4,720
GL3.0 1,75° 2,92b 6,00?
AP3.0 2,68° 4,88% 5,10
AM1.5GL1.5 1,90° 2,35° 4,23b
AMI1.5AP1.5 1,17° 2,26° 3,47¢
GLI1.5AP1.5 1,13° 2,04° 3,20¢
AM?2.0GL0.5AP0.5 2,712 4,65 5,752
AMO0.5GL2.0AP0.5 2,042 4,18 5,15%
AMO0.5GL0.5AP2.0 1,45° 2,67° 2,78¢
AM1.0GL1.0AP1.0 1,55° 2,90° 3,95%

Letras diferentes na mesma linha significam diferenga significativa (p < 0,05) entre as médias (teste de Tukey).
AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g solidos), GL3.0 (gelatina 3- g/ 100 g solidos), AP3.0 (&lcool polivinilico 3- g/ 100 g
s6lidos), AM1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina 1,5 - g/ 100 g so6lidos), AM1.5AP1.5 (amido 1,5 e alcool
polivinilico 1,5 - g/ 100 g sdlidos), GL1.5AP1.5 (gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g soélidos),
AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 0,5- g/ 100 g soélidos), AM0.5GL2.0AP0.5
(amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g sélidos), AM0.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e
alcool polivinilico 2 - g/ 100 g sélidos), AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100
g s6lidos).

A PermA foi medida em trés gradientes de umidade relativa muito proximos, mas em
diferentes faixas de valores absolutos, e pode-se perceber que os valores de permeabilidade

foram menores na menor faixa de AUR (0 — 33 %), e aumentaram nas maiores faixas de AUR

(33 - 64 %) e AUR (64 — 90 %) (Tabela 08). Tendéncia similar pode ser observada por alguns
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autores, que relataram que quando se determina a permeabilidade ao vapor de agua, com o
aumento dos valores absolutos de UR ha um aumento da permeabilidade ao vapor de agua
(SANTOS et al. 2010). De acordo com Bertuzzi et al. (2007), a permeabilidade ao vapor de
agua depende da solubilidade e do coeficiente de difusdo do vapor de agua através do filme, e
estes parametros aumentam com o aumento dos valores absolutos das UR.

Os modelos matematicos obtidos para a permeabilidade ao vapor de agua nos
diferentes gradientes de umidade relativa estdo apresentados nas Equagdes 7, 8 e 9 abaixo.
Nenhum dos modelos foi significativo em nivel de 5% de significincia, e os valores do
coeficiente de determinagio (R?) foram de 0,90 para PermA (A 0-33 %, p = 0,1226), 0,67 para
PermA (A 33-64 %, p = 0,5300) e 0,66 para PermA (A 64-90 %, p = 0,5500), e mesmo os
modelos ndo se ajustando aos dados experimentais foram empregados para o estudo da

tendéncia de resposta da PermA.

PermA (A 0-33%) = 3,56)(1”"’"’< + 1,83X2** + 2,58X3*** - 2,408X1X2 — 7,54X1X3 —
4,35X,X3 + 21,24X1X>X3 (Equagdo 7)

PermA (A 33-64%) = 5,10X** + 3,24X5 + 4,43X3%* - 0,168X1Xo — 1,84X1X3 — 1,31 X0X5 +
0,84X1 X X3*** (Equacado 8)

PermA (A 64-90%) = 5,09X** + 6,12Xo** + 4,72X3** - 3,51 X1 X2 — 5,74X1X3 — 9,89X>X3 +
31,17X1XoX3*** (Equagdo 9)
(** p <0,05; ***p <0,01)

Observando-se os modelos, percebe-se que os efeitos das varidveis lineares foram os
mais importantes, € influenciaram de forma positiva a PermA, e nos dois gradientes de A 0-33
% e A 33-64 %, o efeito do amido (Xi) foi mais importante, enquanto que para o gradiente A
64-90 %, o efeito da gelatina foi mais importante. Os resultados de PermA apresentam as
mesmas tendéncias de resposta (Figura 16) que os resultados de solubilidade, onde as

formulacdes com os polimeros puros foram as que apresentaram as maiores respostas.



Figura 16- Grafico de contorno para os resultados de PermA dos

mandioca, gelatina e alcool polivinilico.
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5.1.6 Microscopia Eletronica de Varredura

Na Figura 17 estdo apresentadas as micrografias da superficie dos filmes produzidos.

Figura 17 - Microscopia eletronica de varredura (superficie) dos filmes produzidos.

(a1) (b1) (b2)

(c2) (d1) (d2)

(e2) (t1) (f2)

(g1) (2) (h1) (h2)

(i1) (i2) (i1) (i2)

Aumento de 800 X e 6000 X — Respectivamente (ale a2) AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g sélidos), (bl e b2) GL3.0
(gelatina 3- g/ 100 g soélidos), (c1 e c2) AP3.0 (alcool polivinilico 3- g/ 100 g soélidos), (d1 e d2) AM1.5GL1.5
(amido 1,5 e gelatina 1,5 - g/ 100 g solidos), (el e €2) AM1.5AP1.5 (amido 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100
g solidos), (f1 e f2) GL1.5AP1.5 (gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g sdlidos), (gl e g2)
AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 0,5- g/ 100 g so6lidos), (hl e h2)
AMO.5GL2.0AP0.5 (amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g solidos), (il e i2)
AMO.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 2 - g/ 100 g solidos), (j1 e j2)
AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100 g solidos).
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De forma geral, as superficies dos filmes se apresentaram homogéneas, sem poros ou
rachaduras, mostrando eficiéncia no processo e produgdo. Pois o tratamento prévio e o
processo de produgdo das formulagdes (Figura 11) contribuiu para este resultado. Observou-
se somente alguns granulos na superficie que podem indicar possivel contaminagdo por
sujidades presentes nas placas de Petri ou durante o preparo das amostras. Segundo Galdeano
et al. (2013), uma matriz homogénea ¢ um bom indicativo de integridade estrutural dos filmes

e, consequentemente, de boas propriedades mecanicas e de permeabilidade.

5.1.7 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Na Figura 18 estdo apresentados os espectros de FT-IR dos filmes produzidos neste
trabalho. A banda centrada em 3450 cm™ que foi observada para os filmes de amido puro
(AM3.0) pode ser atribuida ao estiramento das ligagdes O-H (MELO et al., 2011), relacionada
as ligacdes de hidrogénio estabelecidas entre as cadeias de amido. No filme produzido com
alcool polivinilico puro (AP3.0) aparece uma banda discreta referente ao estiramento das
ligagdes O-H em 3250 cm’!, regido também relatada por Han et al. (2009) para filmes de
alcool polivinilico.

Os filmes produzidos com as misturas bindrias ou terndrias apresentaram uma banda
discreta em 3700 cm’', que pode ser atribuida a grupos O-H e N-H livres e ligados. Os
grupamentos O-H no amido, O-H e N-H na gelatina, O-H no glicerol (plastificante) e O-H na
adgua absorvida certamente sdo capazes de formar ligagdes de hidrogénio inter e
intramoleculares com grupos C=0 de parte dos aminodcidos (grupos peptidicos e
carbonilicos) na estrutura da gelatina e do alcool polivinilico (SILVERSTEIN; BASSLER.;
MORRIL, 1974).

A banda situada em 2917 cm™! se refere aos estiramentos de C-H de estruturas de
grupos saturados de CH> e CH3 (HAN et al., 2009) e também estd presente em todas as
amostras. No filme com alcool polivinilico puro (AP3.0) a banda em 1743 cm™' (Figura 18)
pode ser atribuida aos grupamentos carbonila presentes nos residuos de acetato remanescentes
na estrutura do polimero apds a sua produgdo a partir da hidrélise do acetato de polivinila
(JAYASEKARA et al., 2004).

No filme com élcool polivinilico puro (AP3.0) aparecem bandas entre 1240 e 1100
cm’!, e estas bandas ndo aparecem ou aparecem com pequena intensidade nas misturas com o

alcool polivinilico (Figura 18). Han et al. (2009) relatam que em filmes de alcool polivinilico
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aparecem bandas entre 1200-1100 cm™, e que estdo relacionadas as fragdes cristalinas do
polimero, e que estas bandas podem desaparecer quando se altera a cristalinidade do material.

O filme produzido com a gelatina pura (GL3.0) apresentou bandas relacionadas com
o estiramento C=0 em 1627 cm™! (amida I) e com deformagdo angular de N-H em 1530 cm’!
(amida II), e ainda, uma banda em aproximadamente 1240 cm™, que pode ser atribuida ao
estiramento C-N e a banda vibracional de N-H (amida III) (BARRETO; PIRES; SOLDI,
2003), e estas bandas apareceram de forma discreta nas misturas binarias e ternarias contendo

gelatina (Figura 18).

Figura 18-Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier dos filmes

produzidos.
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AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g solidos), GL3.0 (gelatina 3- g/ 100 g sélidos), AP3 (élcool polivinilico 3- g/ 100 g
solidos), AMI1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina 1,5 - g/ 100 g so6lidos), AM1.5AP1.5 (amido 1,5 e alcool
polivinilico 1,5 - g/ 100 g solidos), GL1.5AP1.5 (gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g soélidos),
AM2.0GLO0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 0,5- g/ 100 g sélidos), AM0.5GL2.0AP0.5
(amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g sélidos), AMO0.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e
alcool polivinilico 2 - g/ 100 g s6lidos), AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100
g s6lidos).
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De forma geral, percebe-se que os espectros dos filmes obtidos com os polimeros
puros apresentaram as suas respectivas bandas caracteristicas com maior intensidade que nas
misturas bindrias e ternarias. De acordo com Han et al. (2009), amido e alcool polivinilico
interagem através de ligagdes de hidrogénio entre grupamentos hidroxila presentes na
estrutura dos dois polimeros. Moraes et al. (2008) relataram a capacidade de interacdo entre a
gelatina e o alcool polivinilico. Zhong e Xia (2008) observaram a formacdo de ligagdes de
hidrogénio entre os grupamentos hidroxila do amido e os grupamentos aminicos das

proteinas.

5.1.8 Difracao de Raios - X

Os difratogramas dos filmes de amido de mandioca, gelatina e alcool polivinilico
incorporados de nanoargila estdo apresentados na Figura 19. Foram apresentados apenas os
resultados dos filmes puros e da mistura ternaria contendo as mesmas proporgoes entre os trés
polimeros empregados. Os filmes produzidos com amido puro (AM3.0) e com alcool
polivinilico puro (AP3.0) apresentaram um comportamento tipico de materiais amorfos
(Figura 19). Tanto o amido, quanto o alcool polivinilico, sdo polimeros semicristalinos, no
entanto, o processamento térmico levou a desorganizacdo das regides cristalinas, gerando
matrizes poliméricas amorfas.

O filme produzido com gelatina pura (GL3.0) apresentou dois picos, em 26 = 8° e 20°
(Figura 19). Estes resultados também foram observados por outros autores para filmes de
gelatina, Yakimets et al. (2005; 2007) observaram pico em 26=7-8°, enquanto Bergo e Sobral
(2007) e Maria et al. (2008) observaram pico em 26=20°. Pode-se perceber que na mistura
ternaria (AM1.0GL1.0AP1.0) apareceu apenas pico em 26=20°, que foi o pico mais

importante no difratograma do filme de gelatina pura.
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Figura 19- Difratogramas dos filmes de amido de mandioca, gelatina e alcool polivinilico.
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AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g solidos), GL3.0 (gelatina 3- g/ 100 g s6lidos), AP3.0 (alcool polivinilico 3- g/ 100 g
s6lidos),AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100 g sélidos).

A MMT-Na (Closite®-Na) normalmente apresenta picos nos angulo de 20 = 7,1° |
7,3¢ 7,96 °© (CYRAS et al., 2008; CHUNG et al., 2010; MAJIDZADEH-ARDAKANI et al.,
2010; VERCELHEZE, 2011). Pode-se observar (Figura 19), que para todas as formulacdes
produzidas com a nanoargila, ndo houve a formagao de picos caracteristicos proximos de 20 =
7,1° e nem picos entre 20 = 4° e 20 = 10°, sugerindo que houve esfoliacdo das lamelas da
nanoargila na matriz polimérica. Provavelmente, o processo de produgdo das formulagdes
favoreceu a esfoliacdo, ja que os materiais foram homogeneizados e aquecidos separadamente
(Figura 11) e ap6s sofre nova homogeneizagdo por mais 30 minutos sob Temperatura de 90
°C. Além disso, a nanoargila foi hidratada separadamente por 1 hora antes de adicionada a
mistura, ainda, o glicerol foi incorporado nas formulagdes na etapa final do processo.

Conforme descrito por Chung et al. (2010), quando se adiciona amido, nanoargila e
agua primeiramente, e se faz a plastificagdo em seguida, existe uma melhor dispersdao das
nanoargilas na matriz de amido. Ainda, Chaudhary (2008) descreve que a presencga de dgua no

sistema melhora a dispersao das nanoargilas na matriz polimérica.



83

5.1.9 Analise Termogravimétrica (TGA)

As curvas de TGA dos filmes elaborados com amido de mandioca, gelatina e alcool

polivinilico estdo apresentadas na Figura 20.

Figura 20 — Curvas de TGA dos filmes de amido de mandioca, gelatina e 4lcool polivinilico.
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AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g so6lidos), GL3.0 (gelatina 3- g/ 100 g soélidos), AP3 (alcool polivinilico 3- g/ 100 g
s6lidos), AM1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina 1,5 - g/ 100 g so6lidos), AMI1.5AP1.5 (amido 1,5 e alcool
polivinilico 1,5 - g/ 100 g sdlidos), GL1.5AP1.5 (gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g sdélidos),
AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 0,5- g/ 100 g sélidos), AM0.5GL2.0AP0.5
(amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g sélidos), AM0.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e
alcool polivinilico 2 - g/ 100 g sélidos), AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100
g s6lidos).

Os parametros de Tmax (temperatura de degradacdo na taxa de perda maxima) e Too
(temperatura onde a amostra mantém 90% da sua massa residual) obtidos a partir destas
curvas estao apresentados na Tabela 09. Todas as amostras apresentaram uma pequena perda
de massa proxima de 100°C, o que pode ser explicado pela evaporagdo da agua (Figura 20). O
filme de amido puro apresentou Tmax em 328°C (Tabela 09), e de acordo com Pelissari et al.
(2009), a Tmax de filmes de amido se localiza entre 250 e 350°C, e estd relacionada a

degradacao térmica do amido.



Tabela 09- Resultados de Tmax € Too dos filmes produzidos neste trabalho.

Formulagdes Timax (°C) Too(°C)
AM3.0 328 295
GL3.0 271;331-348 253
AP3.0 342; 452 245
AM1.5GL1.5 280; 318 254
AM1.5AP1.5 318; 437 265
GL1.5AP1.5 331;421-441 231
AM?2.0GLO0.5AP0.5 326 276
AMO0.5GL2.0AP0.5 313-324; 403-446 260
AMO0.5GL0.5AP2.0 311-335; 384 236
AM1.0GL1.0AP1.0 320; 412 249

AM3 (amido 3 - g/ 100 g solidos), GL3 (gelatina 3- g/ 100 g s6lidos), AP3 (alcool polivinilico 3- g/ 100 g
solidos), AMI1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina 1,5 - g/ 100 g so6lidos), AMI1.5AP1.5 (amido 1,5 e alcool
polivinilico 1,5 - g/ 100 g soélidos), GL1.5AP1.5 (gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g sélidos),
AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 0,5- g/ 100 g sélidos), AM0.5GL2.0AP0.5
(amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g sélidos), AM0.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e
alcool polivinilico 2 - g/ 100 g solidos), AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100
g solidos).

Os filmes de gelatina pura (GL3.0) apresentaram perda de massa em duas regiodes
(271 °C e 331-348 °C) e, os filmes de alcool polivinilico puro (AP3.0) em 342 e 452 °C
(Tabela 09), resultados estes que estdao de acordo com os relatados por Chen et al. (2008), que
observaram perda de massa entre 250 - 320 °C em filmes de gelatina, que foi associada a
degradacdo térmica da gelatina, e perda de massa entre 200 - 300 °C, associada a degradacao
térmica do polimero, e entre 400 - 450 °C, relacionada a geracdo de co-produtos da
degradacao térmica do alcool polivinilico.

Todas as misturas bindrias e ternarias apresentaram mais de uma regido de perda de
massa, em valores de temperatura intermedidrios aos observados para os filmes obtidos com
os polimeros puros, exceto para a mistura ternaria AM2.0GL0.5AP0.5 (Tabela 09), com
maior propor¢do de amido, que apresentou uma Unica temperatura de maxima degradagao,

proxima da temperatura do filme de amido puro.
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Observando-se os resultados da Tabela 09, pode-se perceber que entre os filmes
produzidos com os polimeros puros, o maior valor de Too foi observado para o filme de amido
(AM3.0), indicativo de maior estabilidade térmica, e que os filmes produzidos com gelatina
pura (GL3.0) e alcool polivinilico puro (AP3.0) apresentaram valores menores. Os filmes
produzidos com a mistura bindria de gelatina e alcool polivinilico (GL1.5AP1.5) e com a
mistura terndria contendo uma baixa concentracdo de amido (AMO0.5GL2.0APO0.5)
apresentaram os menores valores de T90. Todas as outras misturas ficaram com valores

intermediarios para este parametro.

5.1.10 Propriedades Mecanicas

Os resultados da resisténcia maxima a tracdo dos filmes de amido de mandioca,

gelatina e 4lcool polivinilico estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10-Resisténcia méaxima a tragdo (RMT) dos filmes produzidos.

Formulacao RMT (MPa) (UR 60 %)
AM3.0 16,73 + 6,76%
GL3.0 9,50 + 2,85°
AP3.0 10,94 + 3,03°
AM1.5GL1.5 9,57 + 1,83°
AM1.5AP1.5 8,20 + 1,34°
GL1.5AP1.5 13,43 +3,18%
AM2.0GL0.5AP0.5 13,55 +2,62°
AMO0.5GL2.0AP0.5 17,48 + 1,95
AMO.5GL0.5AP2.0 10,71 + 1,42°
AM1.0GL1.0AP1.0 13,47 + 1,26

M¢édia + desvio padrdo. Letras diferentes significam diferenga significativa (p < 0,05) entre as médias (teste de
Tukey). AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g so6lidos), GL3.0 (gelatina 3- g/ 100 g s6lidos), AP3.0 (&lcool polivinilico 3-
g/ 100 g sdlidos), AM1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina 1,5 - g/ 100 g s6lidos), AM1.5AP1.5 (amido 1,5 e alcool
polivinilico 1,5 - g/ 100 g sdlidos), GL1.5AP1.5 (gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g solidos),
AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 0,5- g/ 100 g soélidos), AM0.5GL2.0AP0.5
(amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g sélidos), AM0.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e
alcool polivinilico 2 - g/ 100 g solidos), AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100
g solidos).
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O modelo gerado a partir dos dados experimentais (Equagao 10) ndo foi significativo
(p = 0,6738) e apresentou um valor de R? baixo (0,7300), no entanto, foi indicativo das
tendéncias de resposta da RMT em funcao das variagdes dos componentes nas formulagdes

dos filmes.

RMT = 16,65X** + 10,68Xo** + 10,27X3** - 11,96X1X> —24,03X1 X3+ 13,85X>X3 +
126,95X1X>X3 (Equagao 10)
(**p <0,05)

Os efeitos lineares das trés variaveis independentes foram positivos e significativos
para a RMT, mas o efeito da varidvel X; (amido) foi mais importante. Pode-se perceber uma
tendéncia de maxima resposta nas formulagdes com maiores concentragcdes de amido e nas

misturas entre amido e gelatina (Figura 21).

Figura 21- Grafico de contorno para os resultados de resisténcia maxima a tragao (RMT) dos

filmes de amido de mandioca, gelatina e alcool polivinilico

Alcool polivinilico (AP)
0,004, 1,00

Il 16
B
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Como os dados experimentais ndo se ajustaram ao modelo, foi feita também uma
analise de comparagdo de médias (teste de Tukey, p < 0,05) para comparagao dos resultados
das diferentes formulagdes. Pode-se perceber que as formulagdes AM3.0 (formulada apenas
com amido) e AMO.5GL2.0AP0.5 (mistura ternaria) apresentaram valores de RMT
significativamente maiores que as outras formulagdes, que apresentaram valores entre 8,20 e
13,55 MPa, mas que em funcdo do elevado desvio-padrao nao foram significativamente
diferentes entre si (Tabela 10).

Os valores de resisténcia a tragdo encontrados neste trabalho foram menores que os
encontrados por Fakhouri et al. (2007), trabalhando com filmes de gelatina e amido de trigo
104,62, e gelatina e amido de arroz 101,60 MPa. Proximos aos de Galdeano et al. (2008) 15
MPa elaborados com amido de aveia e glicerol.

No trabalho desenvolvido por Faria, Vercelheze e Mali (2012), a resisténcia maxima
a tracdo dos filmes foi afetada pela adi¢do de nanoargilas, que levaram ao aumento da RMT
de 58 para a formulacao elaborada com amido e alcool polivinilico para 269 MPa para os
filmes elaborados com amido, alcool polivinilico e nanoargila.

As propriedades mecanicas de filmes dependem das interacOes entre os materiais
empregados, ou seja, da for¢ca e do numero de ligagdo intermoleculares entre as cadeias. Para
manter a integridade do filme e sua propriedade de barreira em resistir ao estresse normal
encontrado durante a aplicagdo € necessario alta resisténcia e valores de deformacao ajustados
(HENRIQUE, 2002). Os revestimentos devem apresentar boas propriedades de ruptura para

adaptar-se as eventuais deformagao relacionadas com sua aplicacdo (VICENTINI, 2003).

5.2 RESULTADOS DAS ANALISES REALIZADAS NAS SEMENTES DE MILHO

5.2.1 Analise Subjetiva

Os resultados de homogeneidade, continuidade e manuseabilidade nas sementes de
milho apods processo de revestimentos estdo demonstrados na Tabela 11.

De forma geral, o processo de revestimento estabelecido neste estudo foi eficiente,
pois as sementes revestidas apresentaram-se continuas, ou seja, totalmente recobertas com a
matriz polimérica apds secagem. Contudo, as sementes revestidas com amido e alcool
polivinilico (AM1.5AP1.5) foram classificadas como deficientes quanto a continuidade pois
apresentou em sua superficie zonas sem revestimentos (Tabela 11). Este resultado esta

coerente com o teste de adesdo realizados nas sementes revestidas (Figura 22). Segundo
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Baudet e Peres (2004), o recobrimento de sementes consiste na deposi¢do de uma camada fina
e uniforme de uma matriz polimérica com adi¢do ou ndo de um tratamento quimico ou
biologico na superficie da semente e, para que se tenha o resultado esperado, o polimero
devera recobrir toda a semente.

Para a avaliagdio da manuseabilidade as sementes de milho revestidas com as
respectivas formulagdes foram manipuladas manualmente (uma média de 20 g de milho
revestido foi atritada entre as palmas das maos), neste parametro as amostras AM3.0 e
AMI1.5AP1.5 foram classificadas como boa e deficiente, respectivamente. Estas amostras
quando manipuladas liberavam pequenos fragmentos de revestimentos, expondo a semente

nua. As demais amostras se apresentaram com boa manuseabilidade (Tabela 11).

Tabela 11 - Analise subjetiva das sementes de milho revestidas.

Semente de Milho
Revestidas Continuidade Homogeneidade Manuseabilidade

AM3.0 XN Y Y XY e o
GL3.0 eoooe eooo eoooe
AP3.0 eoooe eooo eoooe
AM1.5GL1.5 (N Y eoooe 'XRY
AMI1.5AP1.5 o0 L ) o0
GLI1.5AP1.5 RN eoooe XXX
AM2.0GLO0.5APO0.5 eceoe eoooeo eoooe
AMO.5GL2.0APO0.5 eeceoe eoooeo eoooe
AMO0.5GL0.5AP2.0 oo eoooeo XXX
AM1.0GL1.0AP1.0 eeeoe eoooe eooo

AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g s6lidos), GL3.0 (gelatina 3- g/ 100 g s6lidos), AP3.0 (alcool polivinilico 3- g/ 100 g
solidos), AM1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina 1,5 - g/ 100 g sélidos), AMI1.5AP1.5 (amido 1,5 e &lcool
polivinilico 1,5 - g/ 100 g sdélidos), GL1.5AP1.5 (gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g so6lidos),
AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 0,5- g/ 100 g soélidos), AM0.5GL2.0AP0.5
(amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g so6lidos), AM0.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e
alcool polivinilico 2 - g/ 100 g solidos), AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100
g solidos). Padrdo empregado: @ @ @ @ excelentc e @ @ bom e e deficiente.
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5.2.2 Adesao dos Revestimentos

O resultado do teste de adesdo realizados nas sementes de milho com e sem
revestimentos estdo apresentados na Figura 22. Moléculas de alto peso molecular (como a
amilose e a amilopectina) podem sofrer reacdes de complexagdo com o iodo, com formagao
de compostos coloridos (BOBBIO; BOBBIO, 1995). Desta forma, conforme observado na
Figura 22, foi possivel confirmar que somente a amostra AM1.5AP1.5 ndo teve sua superficie
totalmente recoberta, ou seja, ndo apresentou mudanga total de coloracdo. De acordo com
Pinheiro et al. (2010), os revestimentos deverdo molhar e espalhar-se uniformemente na

superficie do material.

Figura 22 - Resultado do teste de adesdo nas sementes de milho com e sem revestimento
contendo amido em sua formulacao.

(Controle) (AM2.0GL0.5AP0.5)

(AM3) (AM3 + Lugol) (AMO0.5GL2.0AP0.5)

(AM1.5GL1.5) (AMO SGLO 5AP2.0)

f M A8
(AM2.0GLO.5AP0.5 + Lugol)

(Controle + Lugol)

(AML.5GLL.5 + Lugol)

(AMO0.5GLO.5AP2.0 + Lugol)

(AM1.5AP1.5) (AM1.5AP1.5 + Lugol)

(AM1.0GL1.0AP1.0) (AM1.0GL1.0AP1.0 + Lugol)

Controle — semente sem revestimento; AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g s6lidos), AM1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina
1,5 - g/ 100 g solidos), AM1.5AP1.5 (amido 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g sélidos), AM2.0GL0.5AP0.5
(amido 2, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 0,5- g/ 100 g s6lidos), AM0.5GL2.0AP0.5 (amido 0,5, gelatina 2 e
alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g s6lidos), AM0.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 2 - g/
100 g s6lidos), AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100 g so6lidos).
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Ainda, devido as formulagdes desenvolvidas terem diferentes concentracdes de amido
em sua composicao foi possivel observar que nas amostras com maior concentragdo de amido
AM3.0 e AM2.0GL0.5APO0.5 a alteracao na cor apos imersdao na solugdo de lugol foi mais

evidente quando comparadas a amostra Controle (semente sem revestimento) (Figura 22).

5.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura

Nas Figuras 23, 24 e 25 estdo apresentadas as micrografias da superficie das
sementes de milho com e sem revestimento, respectivamente. Na semente de milho sem
revestimento (controle — Figura 23 al e a2) ¢ possivel observar uma superficie lisa e sem
rugosidades, e se espera que estas caracteristicas sejam preservadas apos a aplicagdo do
revestimento, para que ndo seja afetado o desempenho das semeadoras pela dificuldade em
movimentar as sementes no deposito e também nos sistemas distribuidores, ¢ a densidade de
plantio (MANTOVANI et al., 1999).

De acordo com Silva e Nakagawa (1998), a integridade fisica do revestimento ¢ uma
propriedade importante. Apds o processo de secagem, o revestimento ndo deve se desmanchar
ou quebrar durante o transporte, manuseio € semeadura mecanizada. Na Figura 23 bl, cl, dl,
e na Figura 24 hl ¢ possivel observar pequenas rachaduras no revestimento nas superficies
das sementes, estas caracteristicas ndo desejadas podem estar relacionadas com o processo de
revestimento da semente, secagem e/ou manuseio. Contudo, vale ressaltar, que este
comportamento ndo foi observado na analises subjetivas visuais e no teste de adesao.

Entre todas as formulagdes testadas, a formulacdo AM1.5GL1.5 (Figura 23 el e €2)
apresentou as melhores caracteristicas de recobrimento, pois ¢ possivel observar uma
superficie totalmente recoberta, lisa, sem rugosidade e pontos quebradigos. De forma geral,
pode-se perceber que as formulagdes dos revestimentos formaram uma camada uniforme
sobre as sementes de milho (Figuras 23, 24 e 25), exceto a formulacdo AM1.5AP1.5 (Figura
23 {1 e f2), que também nao apresentou bons resultados no teste de adesdo do revestimento
(Figura 22) e na anélise subjetiva foi classificada como deficiente quanto a continuidade por

apresentar em sua superficie zonas sem revestimentos (Tabela 11).
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Figura 23 - Microscopia eletronica de varredura das sementes de milho revestidas com as
formula¢des AM3.0, GL3.0, AP3.0, AM1.5GL1.5 ¢ AM1.5AP1.5.

(c1) (c2) (f1) (f2)
Aumento 32 X e 50 X Respectivamente — Semente sem revestimento (al e a2); Aumento 32 X e 50 X
Respectivamente - AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g sélidos) (bl e b2); Aumento 30 X e 50 X Respectivamente-
GL3.0 (gelatina 3- g/ 100 g so6lidos) (cl e ¢2); Aumento 31 X e 50 X Respectivamente - AP3.0 (alcool
polivinilico 3- g/ 100 g solidos) (d1 e d2); Aumento 32 X e 50 X Respectivamente - AM1.5GL1.5 (amido 1,5 e
gelatina 1,5 - g/ 100 g solidos) (el e e2); Aumento 32 X e 50 X Respectivamente - AM1.5AP1.5 (amido 1,5 e

alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g so6lidos) (f1 e £2).
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Figura 24 - Microscopia eletronica de varredura das sementes de milho revestidas com as
formula¢des GL1.5AP1.5, AM2.0GL0.5AP0.5 ¢ AM0.5GL2.0APO0.5.

s

(i2)
Aumento 32 X e 50 X Respectivamente — GL1.5AP1.5 (gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g s6lidos)
(gl e g2); Aumento 36 X e 50 X Respectivamente — AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool

polivinilico 0,5- g/ 100 g sdlidos) (hl e h2); Aumento 32 X e 50 X Respectivamente — AM0.5GL2.0AP0.5
(amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g soélidos) (il e i2).
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Figura 25 - Microscopia eletronica de varredura das sementes de milho revestidas com as
formulagdes AMO0.5GL0.5AP2.0 e AM1.0GL1.0AP1.0.

Aumento 32 X e 50 X Respectivamente — AM0.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 2 - g/
100 g solidos) (j1 e j2); Aumento 30 X e 50 X Respectivamente — AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e
alcool polivinilico 1 - g/ 100 g solidos) (k1 e k2).

5.2.4 Densidade, Distribuicao de Massa e Teor de Agua

Os resultados de densidade, distribuicdo de massa e teor de agua nas sementes de
milho com e sem revestimentos estdo apresentados na Tabela 12. Como estes resultados
foram empregados apenas para caracterizar as sementes e verificar a reprodutibilidade do
processo de aplicagdo dos revestimentos, ndo foi feita andlise estatistica de superficie de

resposta, apenas teste de comparacio de médias (Teste de Tukey, p < 0,05) entre as amostras.
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Tabela 12- Densidade, distribui¢ao de massa e teor de agua nas sementes de milho com e sem
revestimentos.

Sementes de Milho  Densidade (g/cm®)  Distribuicio de Teor de agua %
massa (g)
Controle 0,741 £0,012° 0,211 £ 0,025¢ 15,44 + 0,264°
AM3.0 0,701 0,019 @ 0,210 +0,018¢ 12,53 +1,1019
GL3.0 0,693 + 0,022 0,222 + 0,031° 14,80 + 0,175°
AP3.0 0,674 + 0,020 > 0,219 + 0,021° 14,94 + 0,278°
AM1.5GL1.5 0,704 + 0,019 @ 0,217 +0,019° 13,23 + 0,3409
AM1.5AP1.5 0,683 + 0,021 ®° 0,214 + 0,026 18,01 + 0,750?
GL1.5AP1.5 0,681 + 0,02 b° 0,213 +0,032¢ 14,73 +0,2754
AM2.0GL0.5AP0.5 0,670 = 0,02 *° 0,299 + 0,028? 16,59 + 0,313
AMO0.5GL2.0AP0.5 0,654 + 0,008 *¢ 0,294 + 0,049° 19,29 + 0,641°
AMO0.5GL0.5AP2.0 0,659 + 0,026 *¢ 0,300 + 0,016° 16,42 +0,511°
AMI.0GL1.0AP1.0 0,653 +0,013 < 0,300 + 0,042° 18,05 + 0,628°

Meédia + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna significam diferenga significativa (p < 0,05) entre as
médias (teste de Tukey). Controle (semente sem revestimento), AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g s6lidos), GL3.0
(gelatina 3- g/ 100 g s6lidos), AP3.0 (alcool polivinilico 3- g/ 100 g s6lidos), AM1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina
1,5 - g/ 100 g s6lidos), AM1.5AP1.5 (amido 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g sélidos), GL1.5AP1.5
(gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g so6lidos), AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool
polivinilico 0,5- g/ 100 g sélidos), AM0.5GL2.0AP0.5 (amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g
solidos), AMO.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 2 - g/ 100 g so6lidos),
AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100 g s6lidos).

A massa média da semente controle (sem revestimento) foi de 0,211 g e a massa
média das sementes revestidas variou entre 0,210 e 0,300 g (Tabela 12), esta caracteristica
pode ser atribuida a ndo uniformidade das sementes de milho encontradas no mercado
(PEREIRA FILHO; CRUZ; GAMA, 2002), em uma mesma espiga de milho, ocorrem
sementes de diferentes tamanhos e formas (VAUGHAN et al., 1976).

As sementes de milho sdo classificadas durante o beneficiamento quanto a forma e
ao tamanho para padronizar e facilitar a semeadura (VON PINHO et al., 1995). Diante disso,
a adequada distribuicdo das sementes influencia diretamente na produtividade das culturas
(MARTINELLI-SENEME et al., 2000). Assim, ¢ desejavel que as sementes de milho tenham
uma uniformidade quanto ao tamanho, massa e forma, visando facilitar a semeadura e

aumentar os rendimentos de producao (AGUILERA et al., 2000). Deste modo, o emprego de
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revestimento para aplicagdo em sementes pode ser uma alternativa para garantir esta
uniformidade. Os revestimentos elaborados nesse trabalho ndo foram aplicados com o
objetivo de mudar a forma das sementes, contudo, com a variagao dos resultados encontrados
(Tabela 12) faz-se necessario uma adequacdo na metodologia buscando melhorar estas
caracteristicas.

A densidade das sementes sem revestimentos foi de 0,741 g/cm™ e das sementes

revestidas variou de 0,653 a 0,704 g/cm™

e, de forma geral ¢ possivel observar que as
solucdes de revestimento empregadas ndo afetaram os parametros de densidade das sementes
(Tabela 12). Materiais com densidades mais altas sdo empregados por maquinas semeadoras
com alta velocidade de plantagdo, evitando que as sementes recobertas quiquem ao cairem no
solo, enquanto que as sementes recobertas de densidades intermediarias podem ser utilizadas
por semeadoras mais lentas (COSTA, 2003).

O teor méximo de umidade de sementes de milho recomendado para armazenagem ¢
de 13 % conforme a Instru¢do Normativa MAPA N° 29/11. O teor de 4gua das sementes pode
interferir na maturacdo das sementes, no armazenamento e, teste de germinagdo, ou seja,
influencia diretamente na sua qualidade fisiologica, por isso a sua determinagdo ¢
fundamental. Também estd diretamente ligada ao periodo ideal de colheita, a massa e a
suscetibilidade a injurias, congelamento, danos mecéanicos € contaminacdo microbioldgica
(GRABE, 1989). Conforme observado na Tabela 12, o teor de 4gua das sementes de milho
sem revestimento foi de 15,44 % e das sementes revestidas com maior teor de 4gua variou de
14,73 % para a amostra GL1.5AP1.5 e 19,29 % para amostra AM0.5GL2.0AP0.5, resultados
superiores ao recomendado. Somente as amostras AM3.0 e AM1.5GL1.5 apresentaram
valores adequados de teor de umidade, 12,53 e 13,23 %, respectivamente. Contudo, ¢ possivel
constatar que os revestimentos empregados nao contribuiram para o aumento da umidade nas
sementes de milho, uma vez que as sementes controle também apresentaram elevada

porcentagem de umidade (Tabela 12).

5.2.5 Testes de Germinac¢ao das Sementes

Os resultados dos ensaios de germinagdo das sementes de milho 2B5874X da Dow
AgroSciences e, P30F53H da Dupont com e sem revestimento estdo apresentados na Tabela
13 e 14 respectivamente. De forma geral, quando se compara os dados de germinagdo das
sementes sem revestimento (Controle) e com revestimento, observa-se que a aplicagdo dos

revestimentos nao levou ao decréscimo da germinacdo para os dois tipos de genotipos
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empregados (Tabelas 13 e 14), mas que os menores valores foram observados para as

sementes revestidas com as misturas ternarias dos polimeros.

Tabela 13- Ensaio de germinagdo das sementes de milho (2B5874X da Dow AgroSciences)
com e sem revestimento.

Formulagao Germinagao % Germinagao %

(4 dias) (7 dias)
Controle 87+ 72 86+ 6%
AM3.0 83+11%® 90 +2°2
GL3.0 89+ 72 90 + 22
AP3.0 85+10%® 89+ 1%
AMI1.5GL1.5 84 + 62 91 +12
AM1.5AP1.5 78 + 6° 81+6°
GL1.5AP1.5 85+ 7% 85+ 8%
AM2.0GL0.5AP0.5 76+ 3° 85+ 8%
AMO0.5GL2.0AP0.5 85+ 6° 82 +2P
AMO0.5GL0.5AP2.0 87 + 6° 88 + 4%
AMI1.0GL1.0AP1.0 82 + 5P 82 + 5P

Meédia + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna significam diferenga significativa (p < 0,05) entre as
médias (teste de Tukey).Controle (semente sem revestimento), AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g sdélidos), GL3.0
(gelatina 3- g/ 100 g s6lidos), AP3.0 (alcool polivinilico 3- g/ 100 g s6lidos), AM1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina
1,5 - g/ 100 g s6lidos), AM1.5AP1.5 (amido 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g sélidos), GL1.5AP1.5
(gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g so6lidos), AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 e alcool
polivinilico 0,5- g/ 100 g sélidos), AM0.5GL2.0AP0.5 (amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g
solidos), AMO0.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 2 - g/ 100 g solidos),
AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100 g so6lidos).
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Tabela 14- Ensaio de germinacdo das sementes de milho (P30F53H da Dupont) com e sem

revestimento.
Formulagao Germinagao % Germinagao %

(4 dias) (7 dias)
Controle 87+ 2% 88 £ 8%
AM3.0 89 +2° 89 + 22
GL3.0 82 + 82 82 + 82
AP3.0 86 + 3° 87 £ 42
AMI1.5GL1.5 84 + 5% 87 £ 42
AMI1.5AP1.5 81 & 72 80 + 6°
GL1.5APL.5 82 + 7% 80+ 7°
AM2.0GL0.5AP0.5 85 £ 6% 84 £6°
AMO0.5GL2.0APO0.5 70 + 4° 71+ 3¢
AMO0.5GL0.5AP2.0 69 + 4° 65 + 24
AMI1.0GL1.0AP1.0 86 + 3° 86 + 3?

Meédia + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna significam diferenga significativa (p < 0,05) entre as
médias (teste de Tukey). Controle (semente sem revestimento), AM3.0 (amido 3 - g/ 100 g s6lidos), GL3.0
(gelatina 3- g/ 100 g s6lidos), AP3.0 (alcool polivinilico 3- g/ 100 g s6lidos), AM1.5GL1.5 (amido 1,5 e gelatina
1,5 - g/ 100 g s6lidos), AM1.5AP1.5 (amido 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g s6lidos), GL1.5AP1.5
(gelatina 1,5 e alcool polivinilico 1,5 - g/ 100 g solidos), AM2.0GL0.5AP0.5 (amido 2, gelatina 0,5 ¢ alcool
polivinilico 0,5- g/ 100 g sélidos), AM0.5GL2.0AP0.5 (amido 0,5, gelatina 2 e alcool polivinilico 0,5 - g/ 100 g
solidos), AMO.5GL0.5AP2.0 (amido 0,5, gelatina 0,5 e alcool polivinilico 2 - g/ 100 g so6lidos),
AM1.0GL1.0AP1.0 (amido 1, gelatina 1 e alcool polivinilico 1 - g/ 100 g s6lidos).

Os modelos matematicos obtidos para a germinacdo dos dois diferentes genotipos de
sementes estao apresentados nas Equagdes 11 e 12. Nenhum dos modelos foi significativo em
nivel de 5 % de significancia, e os valores do coeficiente de determinacdo (R?) foram de 0,70
para sementes da Dow AgroSciences (p=0,4924) e de 0,40 para as sementes Dupont
(p=0,8819), e mesmo os modelos ndo se ajustando aos dados experimentais, estes foram
empregados para o estudo da tendéncia de resposta da germinacdo em funcao das diferentes
formulacdes de revestimento aplicadas as sementes. Para os dois gendtipos de sementes
(Equacdes 11 e 12), a germinagdo apresentou as mesmas tendéncias de respostas, com 0s
efeitos lineares das varidveis Xi, X2 e X3 positivos e significativos, e com valores muito

proximos, tendo efeitos positivo também na interagdo XX (Figura 26).



98

Germinacao (Dow AgroSciences) = 89,95X** + 88,77X,** + 90,40X3** + 1,45X:Xo —
31,27X1X3—17,64X2X3— 55,06X1X2X3 (Equagdo 11)

Germinagdo (DuPont) = 90,41X,** + 80,50X,** + 84,05X3** + 5,83X,X> ~35,07X1 X3 —
26,88X>X; — 49,76X,X2X3 (Equagdo 12)
(**p <0,05)

Figura 26- Grafico de contorno para os resultados de germinacdo dos filmes de amido de
mandioca, gelatina e alcool polivinilico
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Normalmente a qualidade fisioldgica das sementes ¢ avaliada pelo teste de
germinagdo, e para a obtencao de rendimentos de germinagdo elevados ¢ imprescindivel o uso
correto de sementes de alta qualidade, que pode ser expressa por caracteristicas como a pureza
fisica, genética, qualidade sanitaria e fisiologica. (MARCOS FILHO, 2005).

De acordo com os resultados de germinagdo expresso nas Tabelas 13 e 14 ¢ possivel
verificar que, no geral, as formulagdes empregadas como revestimentos nas sementes de
milho ndo interferiram no processo de germinagdo. Ao contrario, as formulagdes AM3.0,
GL3.0, AP3.0 e AM1.5GL1.5 favoreceram o processo de germinacao, com porcentagens de
germinagdo de 90, 90, 89 e 91 %, respectivamente, quando comparadas com a amostra
Controle que apresentou porcentagem de 86 % para o genotipo 2B5874X da Dow
AgroSciences (Tabela 13). Resultados semelhantes foram encontrados para os genotipos de
milho P30F53H da Dupont (Tabela 14). Estes resultados podem ser atribuidos as
caracteristicas destes revestimentos. Polimeros hidrofilicos absorvem agua facilmente e,
quando aplicados a semente, absorvem a agua disponivel ao redor do local de semeadura,
formando um reservatério para a semente (PRADELLA et al., 1989), ¢ neste trabalho, as
formulagdes com melhor tendéncia de resultados de germinagdo foram as que apresentaram a
maior capacidade de absorcao de agua.

Contudo, para o genodtipo 2B5874X da Dow AgroSciences as formulacdes
AMI1.5AP1.5, AMO0.5GL2.0AP0.5 ¢ AMI1.0GL1.0AP1.0 (Tabela 13) e para o genétipo
P30F53H da Dupont as formulagdes AMI1.5AP1.5, GL1.5AP1.5, AMO0.5GL2.0AP0.5 e
AMO.5GL0.5AP2.0 (Tabela 14) influenciaram negativamente a germinagdo das sementes,
este parametro pode ser atribuido a deficiéncia no suprimento de dgua para as sementes,
devido a barreira formada pelo revestimento. Vale ressaltar que o milho ¢ uma cultura muito
exigente em dgua (CRUZ et al., 2010), sendo a 4gua muito importante durante todo o ciclo de
vida da planta (PIANA et al., 1994), exercendo grande influéncia sobre o processo de
germinacdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 1983). Desta forma, pode-se dizer que as
formulacdes que influenciaram de forma negativa no processo de germina¢dao podem ter
impedido o acesso da semente a dgua. Isso pode estar relacionado com a interacdo molecular
entre os componentes destas formulagdes, pois as mesmas apresentaram os menores valores
de solubilidade, capacidade de absorcao e permeabilidade ao vapor de dgua.

No trabalho realizado por Silva (1997) com sementes de alface, foram empregados
diferentes materiais de enchimento como areia fina e grossa, calcario fino e grosso, xaxim,
serragem de pinho e de eucalipto e, como adesivo, foram usadas diversas colas a base de

acetato de polivinila, croscarmelose e goma ardbica. O autor observou um atraso na
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germinacdo quando se empregou materiais com granulometria muito fina, isso foi atribuido a
alta capacidade de retencdo de agua pelos poros do pélete, o que pode ter provocado uma
redugdo das trocas gasosas entre as sementes € o ambiente externo.

Entretanto, no trabalho realizado por Concei¢do et al. (2008), os resultados de
germinagdo das sementes recobertas mostraram que a inoculagdo da bactéria H. seropedicae
767 e a adig¢do de acido htimico em sementes de milho recobertas com uma mistura de 70 %
de calcario, 10 % de meio de cultura semissélido e 2,0 % de acetato de polivinila nao
afetaram a germinagao das sementes quando comparadas ao Controle (semente nuas).

Conceigdo e Vieira (2008) avaliaram a resisténcia do recobrimento sobre o processo
de germinacdo em sementes de milho utilizando diferentes propor¢des de acetato de polivinila
(0,5,1,2,3,4¢5 %), e verificaram que o nimero de plantulas normais obtidas no teste de
germinagdo ndo foi afetada pelas propor¢des de polimero empregadas.

Ainda, nos estudos desenvolvidos por Mendonga, Carvalho e Ramos (2007) visando
melhorar a rugosidade em sementes de milho superdoce foram empregados diferentes
materiais de enchimento (calcarios, caulim, carvao vegetal, areia, vermiculita, fub4 de milho,
farinha de trigo, polvilho de mandioca, amido de milho, celite e terra de diatomaceas), os
autores constataram que o revestimento utilizado proporcionou homogeneidade de forma e
tamanho as sementes, melhorou a vazdo e a distribuicdo dos péletes na semeadura e ndo
comprometeu a emergéncia de plantulas em campo apds quatro meses de armazenamento.

O sucesso da producdo agricola dependerd, dentre outros aspectos, de um aceitavel
estabelecimento de plantulas no campo, fator este diretamente relacionado com a germinagao
das sementes (NASCIMENTO, 2002). Entretanto, diversos fatores poderdo afetar a
germinagdo e consequentemente a emergéncia das plantulas, como a temperatura, dgua e
oxigénio (BORBA et al., 1995). Diante disso, o desafio de se obter sucesso no processo de
revestimento de sementes ¢ assegurar que os materiais empregados recubram toda a semente e
permanegam aderidos por toda a superficie, € ainda, que estes ndo interfiram no suprimento

de oxigénio e agua restringindo a germinagao das sementes.

5.3 Estudo da Viabilidade do Azospirillum brasilense AbV5

Na Tabela 15 estdo apresentados os dados da viabilidade do microrganismo
Azospirillum brasilense AbVS5 ao longo do tempo de armazenamento (0, 0,25, 1, 6, 10 e 15
dias). Comparando-se os quatro tratamentos testados, a partir do primeiro tempo de contagem

e durante os 15 dias de armazenamento, o tratamento T1 (revestimento puro) apresentou os
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maiores valores de contagem microbiana, e o tratamento T3 (sementes revestidas com o
revestimento inoculado) a segunda maior contagem (Tabela 15).

Além disso, os resultados mostraram que o revestimento desenvolvido, quando
empregado puro (tratamento T1) manteve a viabilidade do microrganismo adicionado ao
longo dos 10 dias de armazenamento, mostrando um decréscimo significativo (teste de Tukey,
p < 0,05) apenas aos 15 dias. No tratamento T3, houve um decréscimo significativo na
contagem entre o tempo 0 (103 UFC.mL™) e o primeiro tempo (2,10 x 10’ UFC.mL™") (Tabela
15), mas a partir deste tempo a viabilidade microbiana se manteve estavel ao final dos 15 dias
experimento (Tabela 15). Em contrapartida, os tratamentos T2 (da semente inoculada com o
microrganismo sem a presenga do revestimento) e o T4 (semente inoculada com a suspensao
bacteriana do microrganismo e, em seguida, revestida com a solu¢do do revestimento puro)
apresentaram uma reducdo na contagem do microrganismo a partir da primeira contagem, e
esse valor foi diminuindo significativamente até os 15 dias de contagem (Tabela 15).

A maior viabilidade dos microrganismos no tratamento T1 sugere que houve um
efeito de toxicidade dos compostos adicionados as sementes (fungicidas e inseticidas
comumente adicionados em sementes agricolas comerciais), principalmente quando
observada os valores de contagem imediatamente apos o tratamento das sementes, com queda
de aproximadamente 10 vezes nos valores de UFC logo na primeira contagem dos tratamentos
T2, T3 e T4. Mesmo considerando esta queda inicial nos tratamentos onde os microrganismos
foram adicionados as sementes, os resultados indicam que o revestimento polimérico
desenvolvido foi capaz de proteger parcialmente as células contra a toxidez dos agroquimicos
adicionados as sementes, uma vez que o decaimento da viabilidade foi menor nos tratamentos
T3 e T4, em comparagdo ao tratamento T2 onde as sementes ndo receberam o revestimento

polimérico.
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Tabela 15 — Resultado da viabilidade do microrganismo Azospirillum brasilense AbV5 ao
longo do tempo de armazenamento.

Contagem (Log UFC.mL™")

Tempo (dias)

Tratamento 0 0,25 1 6 10 15

T2 8,00 7,06 7,05 6,74% 6,64 6,514
T3 8,004  7,32Bbc  799Bbc 7 90Bbe 7,158 7,058¢
T4 8,004  6,85Pc 682D 6650 6,60 CPe 6,56

Letras maitsculas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05) entre as médias (teste de Tukey).
Letras mintsculas na mesma linha indicam diferenga significativa (p < 0,05) entre as médias (teste de Tukey).
T1 - Tratamento controle, sem a semente, contendo a solugdo de revestimento puro (AM1.5GL1.5) autoclavada e
inoculada com microrganismo. T2 - Semente nio revestida, apenas inoculada com a suspensdo bacteriana do
microrganismo. T3 - Solucdo de revestimento puro (AM1.5GL1.5) autoclavada e inoculada com microrganismo
e, em seguida, empregada para revestir as sementes. T4 - Semente inoculada com a suspensdo bacteriana do
microrganismo ¢, em seguida, revestida com a solug@o do revestimento puro.

No trabalho desenvolvido por Marcelino et al. (2016), foi verificado que um
biocomposito composto majoritariamente de amido de mandioca e fibras do bagago de cana
mostrou-se altamente promissor na manutengdo da viabilidade celular do microrganismo
Azospirilum brasilense AbVS5, proporcionando a manutencdo de uma densidade de 10°
células/g ao final de 120 dias de monitoramento. Ainda, Amalraj et al. (2013), verificaram o
efeito de suportes formulados com bases poliméricas de polivinilpirrolidona (PVP 30 K),
carboximetilcelulose (CMC) e polissorbato 20 na estabilidade de bioinoculantes liquidos
(Bacillus megaterium var. phosphaticum, Azospirilum brasilense e Azotobacter chrococcum),
os autores observaram contagem de 5.6 x 107, 1,9 x10% e 3,5 x10” UFC ml’}, respectivamente,
apos 480 dias de armazenamento a 30 °C.

O revestimento biodegradavel empregado neste estudo (AM1.5GL1.5) se mostrou
uma alternativa promissora para a veiculacdo de microrganismos benéficos em sementes de
milho. Através destes resultados, foi confeccionada a Patente “Revestimento polimérico para
uso em sementes visando a veiculagdo de microrganismos benéficos ao crescimento da planta
e outros insumos’’ anexada ao final desta Tese, que foi depositada no INPI (Instituto Nacional

de Propriedade Industrial), sob o nimero de protocolo BR 10 2017 006046 2.
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6 CONCLUSAO

Os revestimentos biodegraddveis produzidos com amido de mandioca, gelatina e
alcool polivinilico tiveram a aparéncia de um pléstico transparente, além de se apresentaram
continuos, homogéneos e com bom aspecto visual. As condi¢des do processo estabelecidas no
estudo, como a quantidade de solidos adicionados a mistura, 0 modo de preparo que incluiu a
homogeneidade, temperatura e tempo, contribuiram para obten¢do de revestimentos com
caracteristicas adequadas.

Os valores de pH encontrados neste trabalho ficaram proximos da neutralidade, o que
¢ uma caracteristica interessante para os materiais produzidos, uma vez que podem servir
como matriz polimérica para a imobiliza¢do de nutrientes e/ou microrganismos.

A formulagdo que apresentou o maior valor de capacidade de absorc¢dao de agua foi a
amostra AM3.0, formulada apenas com amido, e por outro lado, a amostra que apresentou o
menor valor de absor¢ao de dgua foi a mistura ternaria com as mesmas proporgdes de amido,
gelatina e 4lcool polivinilico (AM1.0GL1.0AP1.0). As misturas terndrias também
apresentaram os menores valores de umidade, solubilidade e permeabilidade ao vapor de
agua.

A amostra produzida com a mistura bindria entre amido e gelatina (AM1.5GL1.5)
apresentou valores elevados de capacidade de absor¢ao de agua, contudo, apresentou valores
baixos de solubilidade, o que a torna uma formulagdo interessante para o revestimento de
sementes, ja que o filme intumesce, mas nao se desfaz quando em contato com a dgua. Isso
foi comprovado nos resultados de germinag¢do das sementes de milho, onde as sementes
revestidas com a formulacio AMI1.5GL1.5 tiveram o processo de germinacdao favorecido
quando comparadas com a amostra controle (semente sem revestimento).

O processo de revestimento estabelecido neste estudo foi eficiente, pois as sementes
revestidas apresentaram-se continuas, ou seja, totalmente recobertas com a matriz polimérica
ap6s secagem, homogéneas e com boa manuseabilidade. De forma geral, pode-se perceber
que as formulagdes dos revestimentos formaram uma camada uniforme sobre as sementes de
milho, exceto a formulagdo AM1.5AP1.5 formulada com amido e 4lcool polivinilico, pois ndo
apresentou bons resultados de adesdo do revestimento e na analise subjetiva foi classificada
como deficiente quanto a continuidade por apresentar em sua superficie zonas sem
revestimentos e manuseabilidade, pois quando manipuladas liberava pequenos fragmentos de

revestimentos, expondo a semente nua. Entre todas as formulagdes testadas a formulacao
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AMI1.5GL1.5 apresentou as melhores caracteristicas de recobrimento, pois foi possivel
observar uma superficie totalmente recoberta, lisa, sem rugosidade e pontos quebradicos.

Quando incorporou-se o microrganismo Azospirilum brasilense AbVS5 aos
revestimentos puros, € as sementes revestidas, os resultados de viabilidade celular mostraram
que o revestimento desenvolvido promoveu a manutengdo total da viabilidade apds 15 dias de
veiculagdo. A aplicagdo do revestimento sobre as sementes também foi capaz de proporcionar
manutenc¢ao na viabilidade celular.

Foi possivel entdo, através deste trabalho, o desenvolvimento de formulagdes para o
recobrimento de sementes de interesse agricola, como as sementes de milho empregadas nesse
estudo, utilizando materiais biodegradaveis, inertes, de grande disponibilidade e baixo custo,
que ndo afetaram o processo de germinacdo das sementes, podendo ainda ser carreadores de
nutrientes e promotores de crescimento para a planta, visando uma maior produtividade

agricola sem causar danos em potencial ao ecossistema.
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Resumo: A presente invencao refere-se ao processo de producdo de revestimento polimérico
para sementes de importancia agricola para veiculacdo de microrganismos benéficos ao
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REVESTIMENTO POLIMERICO PARA USO EM SEMENTES VISANDO A
VEICULACAO DE MICRORGANISMOS BENEFICOS AO CRESCIMENTO DA
PLANTA E OUTROS INSUMOS

Campo da Invencao

[001] A presente invengdo refere-se ao processo de produgdo de revestimento polimérico para
sementes de importancia agricola para veiculacdo de microrganismos benéficos ao
crescimento da planta e outros insumos, tais como nutrientes, bioestimulantes, protetores e
outras substincias de importancia para a planta. Este processo consiste na cobertura das
sementes por uma matriz polimérica biodegradavel que proporciona a estabilidade e
viabilidade das células bacterianas imobilizadas nesta matriz, ou dos insumos a serem
veiculados, como também sua liberacdo gradual ao longo do processo germinativo,
aumentando a eficiéncia da inoculagdo e diminuindo a necessidade de aplicagdo de
fertilizantes. Esta invencdo situa-se no campo da biotecnologia, biomateriais, agronomia,

microbiologia, ecologia e biologia.

Antecedentes da Invencao

[002] O aumento da populagdo mundial ultrapassou a marca de 7,0 bilhdes de habitantes, e
prevé-se que alcancara em 2030 o niimero de 8,5 bilhdes, 9,7 bilhdoes em 2050 e 11 bilhdes
em 2100 (ONU, 2015), e diante disso, a agricultura tem sido uma preocupacdo com o intuito
de sustentar o crescimento das populacdes humanas. Dentro deste contexto, percebe-se um
notavel aumento a producdo agricola nas ultimas quatro décadas, gerado pelo avango da
ciéncia, que permitiu o desenvolvimento de sistemas produtivos agropecudrios cada vez mais
dindmicos e competitivos em nivel nacional e internacional (EMBRAPA, 2014).

[003] Sendo assim, a agricultura moderna tem exigido dos diferentes segmentos mudangas
profundas no sentido de racionalizagdo do processo produtivo, objetivando minimizar o
impacto no meio ambiente. Uma das alternativas concretas a diminui¢do da dependéncia da
atividade agricola por fertilizantes minerais e por agroquimicos consiste na ampliacdo da
oferta de insumos biologicos de alta eficiéncia, como a tecnologia de inoculacdo de
leguminosas com rizobios e os microrganismos utilizados no controle bioldgico de pragas.
Produtos comerciais contendo estes microrganismos sao comumente denominados
inoculantes ou biofertilizates, e compreendem formulagdes contendo microrganismos vivos

adicionados a um veiculo inerte, recomendadas para aplicacdo sobre as sementes, superficie
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vegetal ou solo. A utilizacdo destes produtos objetiva a colonizacdo da planta pelo
microrganismo inoculado, para que os mecanismos microbianos de promoc¢ao do crescimento
vegetal possam ser ativados.

[004] Inoculantes microbianos para uso agricola representam uma tecnologia projetada para
melhorar a produtividade dos agrossistemas no longo prazo, alinhada com os principios da
agricultura sustentdvel e da agroecologia, em oposicdo a utilizagdo crescente de insumos
industrializados. Sua recomendacdo de uso em cultivos comerciais vem ganhando espago,
bem como a gama de formulagdes comerciais disponiveis no mercado, apesar da maioria das
formulagdes inoculantes comerciais ndo-rizobianas disponiveis serem preparadas com
bactérias dos géneros Azospirillum e Bacillus. Por outro lado, é também consenso que muitos
dos produtos comercializados sofrem de baixa qualidade na formulacdo, resultando em
heterogeneidade de resposta a inoculagdo, o que pode diminuir a confianga do setor produtivo
nesta tecnologia. A maxima eficiéncia dos inoculantes comercializados nem sempre ¢ obtida,
e o desenvolvimento de novas formulagdes e novas estratégias de uso de biofertilizantes
apresenta-se como necessidade para o aperfeicoamento da tecnologia de inoculagao.

[005] Novas estirpes de bactérias promotoras do crescimento sdo continuamente identificadas
e descritas pela literatura, entretanto somente algumas destas novas estirpes alcanca aplicagao
em inoculantes comerciais. Dentre as principais limitagcdes que se encontram a uma aplicacao
mais ampla da tecnologia de inoculagdo com bactérias benéficas, estd a necessidade de
producdo de biomassa contendo células bacterianas que se mantenham vivas e viaveis durante
o periodo de armazenamento, e quando aplicadas sobre sementes e/ou solo. Em adigdo, a
comercializacdo de sementes prontas para semeadura no solo, isto ¢, tratadas com
agroquimicos e adicionadas de bactérias promotoras do crescimento vegetal, vem se
apresentando como uma demanda crescente no mercado agricola.

[006] A producdo de sementes de alta qualidade genética, fisioldgica, fisica e sanitaria ¢ um
dos principais desafios da atualidade e pata tal fim, diferentes tipos de tratamentos de
sementes tém sido desenvolvidos, visando um melhor estabelecimento de plantulas no campo.
Dentre estes tratamentos pode-se citar o condicionamento osmoético € o tratamento contra
microrganismos (NASCIMENTO, 2000), o uso de sementes hibridas e transgénicas e o
emprego de técnicas de revestimento (BAUDET. PERES, 2004), este ultimo se destaca por
ser uma técnica eficaz de tratamento na pré-semeadura, pelo fato de dar protecdao as sementes
contra agentes externos, possibilitar o fornecimento de nutrientes, oxigénio, reguladores de
crescimento, prote¢do fitossanitaria, herbicidas e também por permitir uma semeadura de

precisdao em cultivos com plantio direto (SAMPAIO; SAMPAIO, 1994).
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[007] Com base no exposto acima, o desenvolvimento de novos materiais para a producgdo de
revestimentos de sementes pode ser util, pois resulta na obtengdo de um veiculo inerte para a
incorporagdo de diferentes compostos de interesse as sementes, se tornando uma alternativa
vidvel para uma agricultura sustentavel. Este trabalho se insere neste contexto, através da
producdo de revestimentos biodegradaveis elaborados com amido de mandioca, gelatina e
alcool polivinilico para a aplicagdo em sementes.

[008] Na patente PI 0004893-3, publicada em 2001 e reivindicada pela National Starch and
Chemical investmente Holding Corporation (EUA), foi descrita a obtencao de revestimento
para sementes de cereais, hortalicas, frutas e leguminosas, a partir da mistura de polimeros
sintéticos, tais como copolimero de etileno e acetato de vinila, ou copolimero de acrilato de
butila e acetato de vinila, ou terpolimero de acrilato de etila, acetonitrila ¢ N-metitol
acrilamida, ou ainda, terpolimero de metacrilato de metila, acrilato de butila e acido
metaacrilico. Esses revestimento tém o objetivo de auxiliar na germinag3o.

[009] Na invengdo PI 0016537-9, publicada em 2003 e reivindicada pela empresa Kemira
Growhow ou, com sede na Finlandia, foi desenvolvido um revestimento de semente para
aperfeigoar a eficiéncia de nutrientes de plantas durante o cultivo prematuro da planta,
compreendendo um agente de fixacdo aquoso contendo um subproduto fluido de agricultura
ou fermentagdo e um o6leo emulsificado; e um po fertilizante compreendendo nutrientes e
tragos de elementos requeridos pela planta e/ou outras substancias que afetam o crescimento
da planta. A invencgao se refere a uma semente revestida tendo tal revestimento e a um método
para revestir tais sementes.

[010] O documento PI 0518698-6 depositado em 2005 e publicado em 2008, reivindicado
pela Syngenta Participations AG (CH), compreende mondmeros aplicados a um material de
propagacao de planta raizes, tubérculos, bulbos e rizomas com caracteristicas pesticidas e seu
processo de obtencdo, e muitos dos materiais empregados sdo sintéticos e nao biodegradaveis.
[011] A patente PI 0708399-8 publicada em 2011 e reivindicada pela Bayer Cropsciente LP,
descreve a obtencdo de revestimento a base de um aglutinante sintético (copolimero de
etileno/acetato de vinila, ou homopolimero de acetato de vinila, ou copolimero de acrilico e
acetato de vinila, ou vinilacrilico, ou acrilico, ou copolimero de etileno e cloreto de vinila, ou
copolimero de éter vinilico e anidrido maléico), uma cera (natural, sintética, mineral ou
vegetal), um pigmento e um estabilizante. Este revestimento tem o objetivo de
veicular/aglutinar um ingrediente bioativo (inseticida ou fungicida) a semente.

[012] O documento PI 1102107-7 publicado em 2014 descreve um revestimento poroso

aplicado a sementes ¢ o processo de obtencdo do mesmo, revestimento este composto por
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farinha de trigo, fermento e material biodegradavel, que vai fornecer a semente
microambiente adequado para a sua germinagao.

[013] A invencao PI 0205826-0 compreende um revestimento composto por um substrato
celulosico impregnado por cera, onde a composicao de cera ¢ composta substancialmente de
um substrato de celulose de hidrocarbonetos parafinicos, capaz de resistir a temperaturas
baixas.

[014] Dentre as patentes depositadas em outros paises, podemos descrever algumas, tais como
a patente americana US 3947996 de 1976, que descreve a obtengdo de um revestimento para
diferentes tipos de sementes, contendo polimero insolivel em agua e alcool polivinilico, que
fornece protecdo a semente contra insetos, fungos e outros microrganismos, além de impedir a
sua germinagao prematura.

[015] Na patente US 4665648 de 1987, foram obtidos revestimentos a base de celulose e
plastificantes, tais como os polietileno-glicdis e ésteres de acidos graxos. Na patente US
5470581 de 1995, foi descrita a obtengdo de revestimento aquoso a base de maltodextrina e
polimero celulosico.

[016] Na patente US 5916029 de 1999 ¢ descrita a formulagdo e o processo de obtencdo de
revestimento a base de carboidratos (goma arabica, e/ou sacarose, e/ou arabinogalactanas,
e/ou metilcelulose), incorporado de bactérias promotoras do crescimento vegetal, tais como as
do género Rhizobium and Bradyrhizobium, incluindo as espécies R. meliloti, R.
leguminosarum biovar trifolii, R. leguminosarum biovar viceae, R. leguminosarum biovar
phaseoli, and B. japonicum.

[017] A patente US 6274162 de 2001 descreve a producao de revestimento de gelatina, ou
hidroximetilcelulose, ou pela mistura de ambos os materiais, € com adi¢do de outros aditivos,
tais como, os plastificantes.

[018] Na patente US 6202346 reivindicada pela Pioneer Hi-Bred International Inc., Coating
Machinery Systems Inc., estd descrita a obten¢do de um revestimento contendo um material
particulado insoluvel (argila ou calcario) contendo um polimero solivel em &4gua, com
objetivo de aumentar o volume de sementes para facilitar o seu plantio.

[019] Na invenc¢do americana US 20040077498 de 2004 estd descrito o preparo de
revestimento de sementes a base de derivados de celulose (ftalato de acetato de celulose,
ftalato de hidroxipropilcelulose, ftalato de hidroximetil celulose, ftalato de metilcelulose),
ftalato de acetato de polivinila, polivinilpirrolidona e coplimero de poliviniltermaleico, alél de
plastificantes e surfactantes, para a veiculagdo de inseticidas, bactericidas, pesticidas,

fungicidas e hormonios.
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[020] A patente americana US 7774978 de 2010 descreve a obten¢do de revestimento para
veiculagdo de compostos ativos empregando polimeros insoluveis em agua apds cura, tais
como, polimetracrilato, polimetacrilato, dentre outros, além de derivados de celulose e outros
aditivos naturais e sintéticos.

[021] Nas varias patentes de composi¢do/preparo de revestimentos para sementes ja
existentes, a maioria traz o uso de polimeros sintéticos na sua composi¢do, em contrapartida,
esta invengao descreve o uso de uma matriz polimérica obtida a partir de polimeros
biodegradaveis, que serd totalmente degradada pela agdo de agentes fisicos (umidade e
temperatura) e de microrganismos do solo, sem deixar contaminantes no solo.

[022] Outra vantagem ¢ que a composicdo proposta para o revestimento permite a
incorpora¢do de varios compostos ativos, além de manter a viabilidade de microrganismos
promotores do crescimento vegetal, tais como os da espécie Azospirillum brasilense Ab-V5
(registrado no Brasil para inoculantes comerciais) por pelo menos 10 dias apds a sua
aplicagdo sobre a semente. Nao ha inibi¢do da germinagdo pelos revestimentos.

[023] O revestimento aqui descrito pode ser aplicado em diferentes tipos de sementes
(leguminosas, cereais, frutas, ornamentais e hortalicas). A invenc¢ao traz em sua composi¢do a
mistura de trés polimeros biodegradaveis: amido de mandioca, gelatina e alcool polivinilico,
além da presenga de glicerol e montmorilonila s6dica (nanoargila). Nao existem patentes, ou
produtos no mercado, que apresentem esta mesma formulagao.

Sumario da Invenc¢ao

[024] A presente invengao refere-se ao processo de produgdo de revestimento polimérico para
sementes de importancia agricola para veiculagdo de microrganismos benéficos ao
crescimento da planta e outros insumos, tais como nutrientes, bioestimulantes, protetores e

outras substancias de importancia para a planta.

REIVINDICACOES

1. REVESTIMENTO POLIMERICO PARA USO EM SEMENTES VISANDO A
VEICULACAO DE MICRORGANISMOS BENEFICOS AO CRESCIMENTO DA
PLANTA E OUTROS INSUMOS, caracterizado por ser um processo de revestimento
polimérico para sementes de importancia agricola para veiculagdo de microrganismos
benéficos ao crescimento da planta e outros insumos, tais como nutrientes, biostimulantes,
protetores e outras substincias de importancia para a planta, e mantém esses microrganismos

promotores do crescimento vegetal por pelo menos 10 dias apds sua aplicagdo sobre a
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semente; consiste na cobertura das sementes por uma matriz polimérica biodegradavel que
proporciona a estabilidade e viabilidade das células bacterianas imobilizadas nesta matriz, ou
dos insumos a serem veiculados, como também sua liberacao gradual ao longo do processo
germinativo, aumentando a eficiéncia da inoculagdo e diminuindo a necessidade de aplicacao

de fertilizantes.

2. REVESTIMENTO POLIMERICO PARA USO EM SEMENTES VISANDO A
VEICULACAO DE MICRORGANISMOS BENEFICOS AO CRESCIMENTO DA
PLANTA E OUTROS INSUMOS, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por o
revestimento aqui descrito poder ser aplicado em diferentes tipos de sementes como

leguminosas, cereais, frutas, ornamentais e hortalicas.

3. REVESTIMENTO POLIMERICO PARA USO EM SEMENTES VISANDO A
VEICULACAO DE MICRORGANISMOS BENEFICOS AO CRESCIMENTO DA
PLANTA E OUTROS INSUMOS, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por, para
a producdo da matriz polimérica empregada como revestimento em sementes de interesse
agricola sdo utilizados 3 polimeros, o amido de mandioca, a gelatina e o alcool polivinilico
(com grau de hidrolise de 85-88%), além de outros dois aditivos, o glicerol e a nanoargila
sodica (montmorilonita); os revestimentos foram produzidos por casting, técnica em que uma
solucdo filmogeénica (3% m/v) é produzida em meio aquoso e colocada sobre a semente para
desidratar; as propor¢des entre os polimeros no revestimento podem variar, e estdo
preferencialmente na seguinte faixa: amido de mandioca (0,01%-50%), gelatina (0,01%-50%)
e alcool polivinilico (0,01%-33%), nanoargila sodica ndo modificada (montmorilonita)
(0,2g/100g polimero) e glicerol (20g/100g polimero); inicialmente hidrata-se a gelatina em
agua destilada durante 1 hora em temperatura ambiente; apds, a solucdo deve ser aquecida a
55°C por 30 minutos; paralelamente, o alcool polivinilico (PVA) deve ser dissolvido em agua
destilada e aquecido a 95°C por 30 minutos sob agitacdo constante; a solucdo de amido de
mandioca ¢ preparada utilizando-se o amido em agua destilada, e a mistura deve ser aquecida
a 90°C por 10 minutos; por fim, sdo misturadas todas as solugdes preparadas, ¢ feita a adi¢cao
do glicerol e da nanoargila, o material deve ser agitado continuamente em Banho Maria a
90°C por 30 minutos até obtencdo de uma mistura homogénea; posteriormente, cada
formulagdo deve ser esterilizada em autoclave por 15 minutos, sob temperatura de 121°C e
pressdo de 1 atm, e resfriada até temperatura proxima de 20-25°C; em seguida, 1 Kg de

sementes sao misturadas a 100 mL de solucao de revestimento, com homogeneizagdo manual
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ou mecanica por 15 minutos sob ventilagdo constante; as sementes revestidas devem ser secas
por 24 horas a 25°C; nas formulagdes em que se emprega o microrganismo Azospirillum
brasilense Ab-V5, apds o preparo e autoclavagem (121°C-15 min) e resfriamento da solugao
filmogénica, deve ser adicionado 10 mL de meio de cultura contendo 2,0 x 107 células do
microrganismo a 90 mL da solugdo filmogénica, processo este seguido de homogeneizacao
manual, e revestimento das sementes, quando 100 mL desta solugdo sdo aplicados a 1 Kg de
sementes, seguindo de homogeneizacdo manual ou mecanica por 15 minutos sob ventilagdo

constante; as sementes revestidas devem ser secas por 24 horas a 25°C.
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ANEXO II

Development of biodegradable coating and its influence on germination of corn seeds

Ana Elisa S. Vercelheze, André L. M. Oliveira and Suzana Mali"

Department of Biochemistry and Biotechnology, CCE, State University of Londrina, PO

BOX 6001, 86051-990, Londrina - PR, Brazil.

Abstract

The objectives of this work were to develop biodegradable coatings based on starch, gelatin
and polyvinyl alcohol (PVA) and to characterize them according their microstructure and
barrier properties, and also their influence on germination of corn seeds. Firstly, there were
developed films using an experimental simplex-centroid mixture design with 10 experiments,
employing different proportions of starch (0 - 3.0 g / 100 g formulation), gelatin (0 - 3.0 g /
100 g formulation) and PVA (0 to 3.0 g / 100 g formulation). The films based on the pure
polymers showed the highest values of water absorption capacity, solubility and water vapor
permeability, and the ternary mixtures (containing the three polymers) showed the lowest
values. The same formulations studied for the preparation of films were used to coat two
genotypes of corn seeds. The formulations obtained with pure polymers and with the binary
mixture of starch and gelatin favor the germination when compared to the uncoated sample.
The coatings developed in this work represent an alternative for coating of corn seeds, since
most formulations did not interfere with the water supply and did not restrict seed

germination.

Keywords: Cassava starch; Gelatin; Polyvinyl Alcohol; Seed Coating.
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1. Introduction

The global food production must increase by 70 - 100% by 2050 in order to feed the
world in 2050, and to produce food to feed this increasing population will require from
researchers an effort to develop new technologies to obtain sufficient quantity and quality of
food without degrading the soil health and agro-ecosystem, ensuring the sustainability of
agriculture (Kashyap, Xiang, Heiden, 2015; Tomlinson, 2013).

According to Pedrini et al. (2017), between the several strategies to increase the crop
production the practice of coating seeds has been used almost a century. Seed coating consists
in the application of exogenous materials to the surface of the natural seed coat, which
permits the incorporation of several active compounds without changes on seeds shapes.
Generally, the coatings are based on adhesive polymers causing a weight gain of

at most 2% (Avelar et al., 2012).

The use of biodegradable polymers in the development of seed coatings has some
advantages, such as the possibility to reduce the use of synthetic materials and to result in
non-toxic residues when these materials were in contact with soil. On the other hand, an
important feature of the seed coatings is that they do not negatively affect the germination and
vigor of the seeds (Oliveira et al., 2009).

There are some works reporting the use of biodegradable coatings on different seeds.
Almeida et al. (2005) and Tanada-Palmu et al. (2005) reported that hydroxyethylcellulose and
chitosan-gelatin coatings, respectively, did not affect the germination and vigor of broccoli
seeds. Oliveira et al. (2009) reported that coatings based on carboxymethylcellulose and
sodium alginate did not affect the germination capacity of bean seeds. Ziani et al. (2010)
reported that coatings based on chitosan with the addition of an antifungal agent enhanced the

germination and quality of artichoke seeds, and decreased the fungi contamination.
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Starch, gelatin and polyvinyl alcohol are biodegradable polymers that has been
largely studied for production of different biodegradable materials, but the ternary mixture of
them was not yet described in literature to obtain seed coatings. The seed coating market had
a global value estimated at US$ 53.76 billion/year in 2014, and the use of this technology in
developing countries can affect the global market for polymers, colourants, and bulking
agents that are used in seed coating formulations, it is expected to reach US$1.63 billion/year
by 2020 (Pedrini et al., 2017).

Thus, the objectives of this work were to develop biodegradable coatings based on
starch, gelatin and polyvinyl alcohol and to characterize these coatings according its
microstructure and barrier properties, and also its influence on germination performance of
corn seeds.

2. Material and Methods

2.1 Materials

Cassava starch was purchased from Yoki Alimentos SA (Brazil), pure gelatine with a
gel strength of 150 - 220 g from Biotec (Sao Paulo - Brazil), polyvinyl alcohol (PVA) with a
degree of hydrolysis of 85-88% from Reagen (Colombo — Brazil) and Na-montmorillonite
(Closite® Na+) was purchased from Southern Clay Products (USA). The seeds used in the
study were hybrid corn 2B5874X from Dow AgroSciences (Indiana — USA) and P30F53H

from Dupont (Delaware — USA).

2.2 Methods
2.2.1 Coatings preparation
An experimental simplex-centroid mixture design with 10 experiments was

employed to evaluate the effect of starch (Xi), gelatin (X2) and PVA (X3) on coatings
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properties. In all experiments, the film-forming solutions were always prepared with 3%
(m/v) of polymer (pure or in mixture), as established in the experimental design (Table 1).

The coatings were produced as follows: initially, the gelatin was hydrated in distilled
water at room temperature for 1 h and then solubilized at 55°C for 30 min. PVA was heated at
95°C for 30 min under constant stirring and cassava starch was heated at 90°C for 10 min.
Finally, the three polymers were mixed according the experimental design (Table 1) with
continuous stirring at 90°C for 30 min until a homogeneous mixture was obtained. Glycerol
(20 g/100 g polymer) and Na-montmorillonite (0.02 g/100 g polymer) were added and
manually mixed to the filmogenic solutions. The pH of filmogenic solutions ranged from 5.57
to 6.16.

The corn seeds were coated with the filmogenic solutions using 10 mL of each
formulation (Table 1) for each 100 g of seeds. The mixture was homogenized for 15 min
under constant ventilation, and then the coated seeds were stored for 24 h at 25 °C until
complete drying.

In order to characterize the coatings properties, there were produced films using the
same formulations determined in the experimental design (Table 1), 20 g of the each
filmogenic solution formulation was applied onto acrylic plates to dry in an air circulation
oven (Marconi MA 035) at 30°C for 24 h. The formed films were removed from the plates

and they were stored for 4 days at 25°C and 58% relative humidity before characterization.

2.2.2 Films characterization

2.2.2.1 Thickness

The thickness of the samples was determined using a Mitutoyo micrometer (Brazil)
with a resolution of 10 micrometers. For each formulation was performed an arithmetic

average of 5 points in 3 films samples.
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2.2.2.2 Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spectroscopy

Pulverized and dried samples were mixed with potassium bromide and compressed
into tablets. FTIR analysis was performed using a Shimadzu-8400 FTIR instrument (Japan).
Measurements were performed in triplicate, and 100 scans were run in the spectral range of

4000-400 cm™'. The spectral resolution was 4 cm’!.

2.2.2.3 Solubility in water

The solubility in water was defined as the dry matter content that was solubilized
after 4 or 24 h of immersion in water at 25°C. Analyses were performed in triplicate as

described by Gontard et al. (1992).

2.2.2.4 Water vapor permeability (WVP)

WVP was determined according to ASTM E96-00 (2000), using three different
relative humidity (RH) gradients (0-33 %, 33-64 %, 64-90 %). The salt solutions (33 % -
magnesium chloride, 64 % - sodium nitrate and 90 % - barium chloride) were prepared and
held at 25°C. The coatings were fixed into the openings of cells containing a salt solution that
provided a lower relative humidity (0 %, 33 % or 64 %, depending on the case) and placed in
a hermetic chamber containing a salt solution that provided a higher relative humidity (33, 64
or 90 %, depending on the case). The chamber with the diffusion cells was kept at 25°C, and
weight gain was recorded and plotted as a function of time. The slope of each line was
calculated by linear regression (r> > 0.99), and the water vapor transmission rate (WVTR) was
calculated from the slope of the straight line (g/s) divided by the transport area (m?). WVP (g.

Pa ' s '.m ') was calculated as WVP = [WVTR/S (R; — R2).D], where S is the saturation
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vapour pressure of water (Pa) at the given temperature (25°C), Ry is the RH inside the
desiccator, R» is the RH inside the permeation cell, and D is the thickness of the film (m). All

tests were conducted in triplicate.

2.2.2.5 Water absorption capacity (WAC)

Samples with 2 x 2 cm were weighed and submerged in 100 ml of distilled water, at
room temperature. The specimens were placed in contact with the water at different times (1,
5, 10, 15, 20, 25 and 30 min), then the excess water was removed with paper towel and they
were weighed to evaluate the mass increment at each time. The assays were performed in
triplicate. The water absorption capacity was calculated as the percentage of water absorbed

per sample.

2.2.2.6 Morphology of coated seeds

The seeds used in the analysis were the hybrid corn 2B5874X from Dow
AgroSciences (Indiana — USA). The morphology of uncoated and coated seeds was observed
by scanning electron microscopy employing a FEI Quanta 200 (Oregon — EUA) microscope.
The seeds were dried in an air circulation oven (Marconi MA 035) at 35 °C for 24 h and kept in

desiccators containing anhydrous calcium chloride for 1 week. The samples were then coated with a

thin layer of gold and the images were taken using an acceleration voltage of 20 kV.

2.2.2.7 Germination tests

The germination testes were conducted according to the rules for seed testing (Brasil,
2009). Four replications of 50 seeds each were placed on two layers of germitex™ paper
moistened with water equivalent to three times the substratum weight and germinated in a

germinator (DelLeo - Brazil) at 25 °C. Seedling counts were performed at 7 days after
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planting. The mean percentage of normal seedlings was calculated for each lot. Uncoated seed

were employed as a control test.

2.2.2 Statistical analysis

For the analysis of some of the films and coating properties there were obtained
cubic mathematical models (Equation 1) using Statistica 7.0 software (Statsoft, Oklahoma,
USA):

Y = B1Xi + B2Xo + B3X3 + Pr2XuiXe + 13X X3 + P23XoX3 + B123X1X2X3 (Equation 1)

Where Y is the dependent variable or response, Bi, B2, B3, P12, P13, P23, and Pi23 are
the estimated parameters for each linear and interaction term obtained from the models, in
which the variables were cassava starch (Xi), gelatin (X2), and PVA (X3). Contour graphs
were obtained for the analysis of the effects of the studied variables.

For FT-IR and SEM no mathematical models were constructed.

WAC data were submitted to the Tukey's test for means comparison (p < 0.05) using software

Statistica 7.0 (Statsoft, Oklahoma, USA).

3. Results and Discussion

All films formulations resulted in transparent films without pores or cracks,
however, regarding to the handling, the formulations CS100, CS66.7GL16.7PVA16.7 and
CS16.7GL66.7PVA16.7 were more brittle when compared to the other formulations. In
general the films thicknesses ranged from 110 to 130 pm.

Figure 1 shows the FT-IR spectra of the films produced in this work. The band
observed at 3450 cm™! that was observed for the pure starch films (CS100) can be attributed to

due to the O—H stretching of hydroxyl groups (Melo et al., 2011). In the films produced with



145

pure PVA (PVA100), a discrete band with respect to the stretching of O-H groups appears at
3250 cm’!, a region also reported by Han et al. (2009) for PVA films.

Films produced with the binary or ternary mixtures presented a discrete band at 3700
cm’!, which could be attributed to free and bounded O-H and N-H groups (Moraes et al.,
2008). The O-H groups in starch, O-H and N-H groups in gelatin, O-H in glycerol
(plasticizer) and O-H in adsorbed water are certainly capable of forming inter and
intramolecular hydrogen bonds with C=O groups, which were present on aminoacids of
gelatin or polyvinyl alcohol structures.

The band at 2917 cm! refers to C-H stretch of structures of saturated groups of CH
and CH3 (Han et al., 2009) and was also present in all samples (Figure 1).

In the film with pure PVA (PVA100), appeared a band at 1743 cm™! (Figure 1) that
could be attributed to the carbonyl groups (C=0O) present in the acetate residues remaining in
the polymer structure after its production from the hydrolysis of polyvinyl acetate (Jayasekara
et al., 2004). In this sample, other bands appear between 1240 and 1100 cm™!, and these bands
did not appear or appear with small intensity in the blends with the PVA (Figure 1). Han et al.
(2009) report that bands of 1200-1100 cm™ are related to the crystalline fractions of PVA, and
that these bands may disappear when the crystallinity of the material changes, possibly the
thermal processing of PVA during films production caused these changes on crystallinity of
this polymer.

The film produced with pure gelatin (GL100) showed bands related to C=0O
stretching at 1627 cm™! (amide I) and with angular deformation of N-H at 1530 cm™ (amide
II), and other one at 1240cm™, which can be attributed to the C-N and the N-H stretch (amide
IIT) vibrational band (Moraes et al., 2008; Yakimets et al., 2005), and these bands appeared

discretely in the binary and ternary mixtures containing gelatin ( Figure 1).
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In general, it can be seen that the spectra of the films obtained with the pure
polymers presented their respective characteristic bands with greater intensity than in the
binary and ternary mixtures, indicative of the interactions between them. According to Han et
al. (2009), starch and PV A interact through hydrogen bonds between hydroxyl groups present
in the structure of the two polymers. Moraes et al. (2008) reported the interaction capacity
between gelatin and PVA. Zhong and Xia (2008) observed the formation of hydrogen bonds
between the hydroxyl groups of the starch and the amino groups of the proteins.

The results of solubility in water at 4 and 24 h were presented in Table 2, and
the coefficient obtained from the mathematical model were presented in Table 3. The
solubility (4 h) ranged from 13.32 to 61.65 %, and the higher value was obtained for PVA100
film, formulated with pure PVA. Solubility (24 h) values ranged from 40.88 to 84.61 %, and
also the higher value was obtained for PVA100 film (Table 2).

The model obtained for solubility (4h) was significant at a 5% significance
level (p = 0.0423) and presented a R? equal to 0.95, while the solubility (24h) model was not
significant (p = 0.1222) and presented R? equal to 0.90 (Table 3).

The linear effects of the three independent variables cassava starch (X1), gelatin (X32),
and PVA (X3) were positive and significant for the two solubility responses (4 and 24 h), and
the higher linear effect was observed for the variable X3 (PVA) in both cases (Table 3).
Furthermore, the binary interactions X;X3 and X>X3 had a negative effect on solubility (4 h)
and only the interaction X>X3 had a significant and negative effect on the solubility (24 h)
(Table 3). In Figure 2, it was observed that the solubility values at 4 and 24 h presented the
same trend, with the higher values in the region of higher PVA content.

Fakhouri et al. (2007) reported that the solubility in water of biodegradable film
based on gelatin and wheat starch was 24.38, and for films based on gelatin and rice starch

was 30.20%, lower values than those presented in this study. According to the authors, this
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property directs the application of the film, and in some cases, its total solubilization in water
may be beneficial.

WYVP was determined at three gradients of relative humidity (ARH), 0-33%, 33-64%,
64-90%, with different absolute values of RH (Table 2), and it can be observed that the WVP
values of the films increased with the increase of the absolute values of RH. The same trend
was observed by Miiller et al. (2008) and Santos et al. (2013), which reported that WVP is
controlled by the solubility coefficient of water in the films, and under higher absolute values
of RH, this coefficient increases resulting in higher water permeation through the films.
According to Bertuzzi et al. (2007), the permeability to water vapor depends on the solubility
and diffusion coefficient of the water vapor through the film, and these parameters increase
with the increase of the absolute values of the UR.

The mathematical models obtained for WVP in the different relative humidity
gradients are presented in Table 3. The models were not significant at a 5% level of
significance, and the coefficient of determination (R?) values were 0.90 for WVP (A 0-33%, p
=0.1266), 0.67 for WVP (A 33-64%, p = 0.5300) and 0.66 for WVP (A 64-90%, p = 0.5500),
and even models not fitting the experimental data they were used to study the WVP trend.

It was observed that the effects of the linear variables were the most important and
positively influenced WVP response, and in the two gradients of A 0-33% and A 33-64%, the
effect of starch (Xi) was more important, whereas for the A 64-90% gradient, the effect of
gelatin (X2) was more important. WVP results (Figure 3) presented the same trend observed
for solubility results, the formulations with the pure polymers were the ones with the highest
responses. In Table 4 were presented the results of the WAC at different times (1, 5, 10, 15, 20, 25

and 30 min). For all samples, WAC increased significantly with increase of time (Table 4). After 1

min, WAC values ranged from 128% (ternary mixtures CS66.7GL16.7PVA16.7 and
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CS16.7GL66.7PVA16.7) to 274% (formulation PVA100). After 30 min of analysis, the WAC varied
between 284% (ternary mixture AM1.0GL1.0AP1.0) and 740% (CS100).

The formulation containing pure PVA (PVA100) (Table 4) was broken into
small pieces after 5 min of assay, and it was not possible to collect the material for weighing.
This formulation presented the highest moisture and solubility as previously observed (Table
2). The solubility of PVA is largely influenced by its degree of hydrolysis, and in this work
we employed polyvinyl alcohol partially hydrolyzed (~ 88%), and according to Tang and
Alavi (2011), PVA with lower degrees of hydrolysis has higher solubility than ones with
higher degrees because of its lower crystallinity, which results in materials more susceptible
to interaction with water. When this polymer has higher degrees of hydrolysis, the greater
number of free hydroxyl groups increases the number of interactions (hydrogen bonds)
carried out between the polymer chains, leaving less free hydroxyls to interact with the water,
resulting in a decrease in their solubility.

The sample produced with the binary mixture of starch and gelatin
(CS50GL50) showed high values of WAC at all times (Table 4), however, it presented low
values of solubility, which makes it an interesting formulation for the coating of seeds, since
the film swell, but does not dissolve when in contact with the water. According to Carvalho
and Nakagawa (2000) and Ghadari-Far et al. (2010), water is one of the factors that most
influences the seed germination process, thus a seed coating tha provides a higher water
content can enhance germination process of seeds.

In Figure 4 it can be observed the micrographs obtained by scanning electron
microscopy of the uncoated and coated seeds. In uncoated seed (control - Figure 4) it was
observed a smooth surface with no roughness, and it is expected that these characteristics will
be preserved after the coating is applied. According to Silva and Nakagawa (1998), the
physical integrity of the coating is an important property, after the drying process, the coating

must not fall apart or break during transport, handling and mechanized seeding. In Figure 4 it
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is possible to observe small cracks in the the seeds coated with GL100, PVAI100,
GL50PVAS0, CS66.7GL16.7PVA16.7 and CS16.7GL66.7PVA16.7, which may be related to
the seed coating drying process or handling. However, it is worth noting that these cracks
were not observed in the visual analysis of the seeds.

In general, it can be seen that the other formulations of the coatings resulted in
an uniform layer on the corn seeds surfaces (Figure 4), with completely coated and smooth
surfaces, without roughness and brittle points.

The results of germination assays of Dow AgroSciences and Dupont corn seeds

with and without coating are shown in Table 2. In general, when the germination (%)
of uncoated (control) and coated seeds are compared it can be observed that the application of
the coatings did not result in a decrease in germination (%) for the two types of genotypes
used in this work (Table 2), but that the lowest values were observed for the seeds coated with
the ternary mixtures of the polymers.

The coeffcients of the mathematical models obtained for the germination of the
genotypes of seeds are presented in Table 3. None of the models was significant at a 5%
significance, and the coefficient of determination (R?) were 0.70 for Dow AgroScience seeds
(p = 0.4924) and 0.40 for Dupont seeds (p = 0.8819), but they were used to study the tendency
of this response. For the two seed genotypes (Table 3), the germination presented the same
response trends, the linear effects of the three independent variables cassava starch (Xi),
gelatin (X»), and PVA (X3) were positive and significant.

For Dow AgroSciences genotype 2B5874X (Table 2), the formulations CS100,
GL100, PVA100 and CS50GL50 favored the germination process, with percentages of
germination of 90, 90, 89 and 91%, respectively, when compared with the control sample,
which presented a 86% of germination. Similar results were found for Dupont P30F53H corn

genotype (Table 2). These results can be attributed by the characteristics of these coatings



150

formulations. Hydrophilic polymers readily absorb water and, when applied to the seeds as
caotings, they can absorb the available water around the sowing site, forming a reservoir for
the seed (Pradella et al., 1989), and in this work, the formulations with a the better results of
germination were the ones that presented the highest water absorption capacity.

Some coating formulations affected negatively the germination of the seeds, for the
Dow  Agro  Sciences  genotype, these  formulations were  CS50PVAS5O,
CS16.7GL66.7PVA16.7 and CS33.3GL33.3PVA33.3 (Table 2) and for the Dupont genotype,
these formulations were CS50PVAS50, CS16.7GL66.7PVA16.7 and CS16.7GL16.7PVA66.7
(Table 2). This probably could be be attributed to the deficiency in the water supply for the
seeds, due to the barrier formed by the coating. It is worth noting that corn seed is crop that is
very demanding in water, and water is very important throughout the plant life cycle, exerting
a great influence on the germination (Cruz et al., 2010). Thus, it can be observed that the
formulations that had a negative influence on the germination process could have prevented
the access of water to the seed, and these samples presented the lowest values of solubility,

water absorption capacity and water vapor permeability.

4 Conclusions

The biodegradable films produced with cassava starch, gelatin and PVA resulted in
continuous and homogeneous materials, and the processing conditions established in the
study, such as the amount of solids and the preparation method contributed to obtain coatings
with suitable characteristics. The pH values of the filmogenic solutions found in this work
were close to neutrality, which is an interesting feature for the materials produced, since they
can serve as a polymeric matrix for the immobilization of nutrients or microorganisms.

The formulation that presented the highest value of water absorption capacity was

the sample CS100, formulated with pure starch, and on the other hand, the sample that
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presented the lowest water absorption value was the ternary mixture with the same
proportions of starch, gelatin and PVA (CS33.3GL33.3PVA33.3). The ternary mixtures also
presented the lowest values of solubility, water absorption capacities and water vapor
permeabilities.

The sample produced with the binary mixture between starch and gelatin
(CS50GL50) presented a combination of high values of water absorption capacity with low
values of solubility, which makes it an interesting formulation for seed coating, since its use
resulted in the sweel of the coating, which did not dissolve in contact with water. This was
confirmed by the results of germination of corn seeds coated with the CS50GL50 formulation,

which presented higher germination values in both seeds genotypes tested in this work.
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Figure Captions

Figure 1 — FTIR stectra of films samples.

Figure 2 — Contour plots of solubility of films samples.

Figure 3 — Contour plots of water vapor permeability of films samples.

Figure 4 — SEM images of uncoated and coated seeds with different formulations.

Figure 5 — Contour plots of germination of seeds.
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Figure 4
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Table 1 — Mixtures composition in the filmogenic solutions formulated with cassava

starch, gelatin and pelyvinyl alcchel (FVA) in a three-component constrained simplex-

centroid mixture design.
Polymers proportions on filmogenie solution (*em/v)
Formulations Starch (1) Gelatin (Xz) PVA (X3)
C5100 3 0 0
GL100 0 3 0
PVA100 0 0 3
CS50GL50 15 L5 0
CS50PVASD 15 0 1.5
GL30PVASO 0 L5 1.5
C566.7GL16.TPVALS.T 2.0 0.5 0.5
C516.7GL66. TPVALG.T 05 2.0 0.5
C516.7GL16.TPVAGE.T 0.3 0.5 20

C5333GL333PVA33S 1.0 1.0 1.0
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Table 2 — Experimental results of solubility, water vapor permeability and germination.

Formmlations Solubility Solubility Water vapor permeability (g m™s Pa™) x 107 Germination (%)

4h (%) 24 h (%) ARH ARH ARH Dow AgroSciences DuPont

(0-33%) (33-4%) (64-90%) seeds seeds
CS100 2722 49.80 345 385 472 90+2?2 80+ 22
GL100 28.75 54.68 1.75 292 6.00 902 g2+g¥
PVAIL00 61.65 2461 2.68 4388 5.10 gox1® 87=4°
CS50GL50 2044 4527 1.90 235 423 9a1=1° 87=4°
CS350PVASO 2449 55.76 1.17 226 347 81x6° 80=6°
GL30PVASQ 13.32 40.88 1.13 2.04 3.20 g5+ 8% 80=7°
C566.7GL16.7PVA16.7 21.70 5134 271 465 575 g5+ 8% 84 +6*
CS516.7GL66.TAP16.7 2879 56.29 204 418 5.50 g2+2" T1£3°
CS516.7GL16.7PVAG6.7 28.87 64.39 1.45 267 278 ggx4® 65=24
CS33.3GL33.3PVA333 18.12 4547 1.35 290 3.95 g2=5° 863"
Uncoated seeds - - - - - 86=6% 88=8°

Different letters in the same column indicate significant difference by Tukey test (p = 0.05).
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Table 3 — Regression coefficients and ANOVA of mixture design models ®.

Coefficient Solubility  Solubility Water vapor permeability Germination

4h 24h ARH ARH ARH Dow AgroSciences DuPont

(0-33%) (33-64%)  (64-90%) Seeds Seeds
B 26.40%* 49.52%%% 3 S5F*= 5.10%* 5.00%* 89.05%+ 00.41%*
2 30.83%%= 56.66%** 1.83%+ 324 6.12%* 88.77%+ 80.50%*
Bz 61.2]1%*= 85.12%==* 2.58%%= 4.43%= 4.72%* 90.40%* 84.05%=*

f 8.50 -24.49 -241 017 -351 145 5.83
({E -82.14%= -45.32 -7.54 -1.84 -3.74 -31.27 -35.07
fas -124.26%%%  _110.08%* -4.35 -1.31 -9.89 -17.64 -26.88
P 88.89 22438 21.24 0.84%%= 31.17%%= -55.06 -49.76
p (model) 0.0423*= 0.1222 01226 0.3300 0.5500 0.4924 0.8819

R2 0.95 0.90 0.90 0.67 0.66 0.70 0.40

— [p1= cassava starch; P 1= gelatin; 3 = pelyvinyl alcohel an =0.03; =0.01.
* h gelati pelyvinyl alcohel and ** p <0.05; ¥** p <001





