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Para minha mae Maria
e minha filha Lorena,

com carinho.



Ontem, fiquei horas esquecidas assistindo ao trabalho das formigas, indiferentes a
guase tudo, na sua meta de construir.

E aprendi o quanto é importante fazer.

Fazer sempre e de tudo para alcancar os galhos mais altos da arvore da vida e
melhor se alimentar do fruto ali quase esquecido: a PAZ.

Oh Deus!, Torna-me indiferente a tudo que n&o seja construir um mundo novo, onde
as pessoas, bichos e coisas existam porque amam e

entendem o amor como o Unico sentido da vida.

(DJAVAN, 1984)
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UTILIZACAO DE FILMES A BASE DE PECTINA CONTENDO
EXTRATO DE PROPOLIS VERMELHA PARA PROTECAO DE
SEMENTES DE GIRASSOL

Sueli José Pereira Corréa

O uso de filmes a base de polimeros biodegradaveis contendo substancias antifungicas para
o recobrimento de sementes pode proporcionar a reducdo de uso de agrotoxicos gerando
diminuicdo de riscos para o agricultor e evitando contaminagdo ambiental. No presente
trabalho, foram elaborados filmes a base de pectina com adigdo de propilenoglicol como
plastificante. Os filmes obtidos foram caracterizados quanto a solubilidade, propriedades de
barreira de 4gua, mecéanicas e 6ticas, microestrutura e infravermelho com transformada de
Fourier. A formulacdo que apresentou o melhor desempenho mecéanico e de
permeabilidade, foi selecionada para a incorporacdo de diferentes concentracdes de extrato
hidroalcodlico de prépolis vermelha. Foram confeccionados novos filmes contendo extrato
de propolis (1%, 2,5%, 5% e 7,5%) e a acdo antifungica desses filmes contra o fungo
Alternaria alternata foi estudada. O filme contendo 5% de extrato hidroalcodlico de prépolis
vermelha (Fs) apresentou melhor desempenho antifingico e sua formulacdo foi utilizada
para recobrir as sementes de girassol. O filme utilizado para o recobrimento (Fs) foi
caracterizado com 0s mesmos parametros utilizados para o planejamento experimental e
também analise térmica. A incorporagdo de 5% de HPE ao filme (Fs) influenciou apenas as
propriedades mecéanicas. Foram obtidas micrografias das sementes recobertas
apresentando suas caracteristicas morfologicas. Os testes de germinacado realizados ndo
foram influenciados pelo recobrimento contendo extrato hidroalcodlico, indicando que esse

material de recobrimento pode ser utilizado para a protecdo das sementes.

Palavras-chave: pectina, filme de recobrimento, Alternaria alternata, semente de girassol,

propolis
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THE USE OF PECTIN-BASED FILMS CONTAINING RED PROPOLIS
EXTRACT FOR SUNFLOWER SEED PROTECTION

Sueli José Pereira Corréa

The use of seed coating with active films based on biodegradable polymers containing
natural active substances may assist in finding of whole characteristics necessary to ensure
the quality of this product, reduce of operator exposure to pesticides and facilitate the
handling of treatment in relation the product quantities used for it. In this work, pectin-based
films were prepared with propylene glycol (PG) as plasticizer. The films obtained were
characterized by solubility, water barrier, mechanical and optical properties, microstructure,
and FTIR. The formulation that shows the better performance was selected to incorporation
of different concentrations of hydroalcoholic red propolis extract (HPE). The antifungal action
of films prepared, containing HPE incorporation (1%, 2.5%, 5% and 7.5%) against Alternaria
alternata was studied. Film with 5% HPE (Fs) showed the best result and was used as film
coating of sunflower seeds. The Fs film was characterized with the same parameters used at
experimental design adding thermal analysis. Photomicrographs were obtained of seed
coated, showing the morphological characteristics of them. Germination tests of seed coated
not showing influence of HPE for it, indicating that this material may be used for seed

protection.

Key-words: pectin; film coating; Alternaria alternata; sunflower seed; propolis
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1. INTRODUCAO

A cultura de girassol € uma das principais culturas mundiais, com uma producdo
prevista para a safra 2010/2011 na ordem de 33,78 milhdes de toneladas. Em abril de 2010
o preco foi cotado em US$ 346,00 a tonelada, nos Estados Unidos. No Brasil, a producéo de
girassol na safra 2009/2010 ficou em torno de 96,3 mil toneladas, sendo os precos cotados
em sacas de 60 kg, no més de maio/2010, em média a R$ 38,76 (U$ 364,82/tonelada).

Apesar de pequena a producao brasileira no contexto mundial, o Brasil € um pais
com grande potencial para expansdo da cultura do girassol, principalmente pela sua
extensdo territorial. Nos estados de Sergipe e Bahia, a cultura do girassol tem sido
incentivada devido ao programa do governo federal para a fomentacdo da producdo de
biodiesel. A Petrobras Biocombustiveis firmou contrato, em 2008 com agricultores familiares
locais, garantindo a compra de toda a producdo de gréos, os quais sdo beneficiados e
transformados em biocombustivel na usina localizada em Candeias/BA, que atualmente esta

sendo duplicada.

As sementes sdo componentes essenciais de qualquer sistema de cultivo e a sua
qualidade é o fator preponderante para garantir 0 sucesso da produtividade no campo,
mantendo um alto indice de producdo. Dentre os desafios para manter a qualidade das

sementes estdo 0s processos para garantir a sanidade das sementes.

A mancha de alternaria e a podriddo branca séo as principais doengas transmitidas
pelas sementes de girassol. No entanto, outras doencas, ndo menos importantes, também
tém sido registradas, sendo provocadas principalmente pelo ataque de fungos. Estima-se
gue as doencas sdo responsaveis por uma perda anual média de 12% da producédo de
girassol no mundo, sendo este o fator mais limitante para a cultura na maioria das regides
produtoras. Além da reducdo de produtividade, dependendo da gravidade da doenca, a

perda da producgéo pode chegar a 100%.
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Novas techologias tém sido desenvolvidas para proteger as sementes e minimizar
os danos causados pela utilizacdo de sementes de baixa qualidade, especialmente as
sementes contaminadas por microrganismos que transmitem e disseminam varias doencas
para o campo. Uma das tecnologias propostas para o controle dessas doencas € o

recobrimento de sementes.

A tecnologia de recobrimento tem suas origens na industria farmacéutica e vem
sendo pesquisada pela industria alimenticia e agricola para buscar novos mercados
potenciais. A industria de sementes tem utilizado esta tecnologia para 0 aumento de massa
nas sementes com a aplicacdo de materiais aglomerantes, como areia, vermiculita,
polimeros sintéticos e nutrientes para crescimento. Entretanto, a aplicacdo de materiais
poliméricos biodegradaveis e com substancias ativas ainda € incipiente. O uso do
recobrimento de sementes com diferentes materiais, como filmes ativos a base de polimeros
biodegradaveis, pode facilitar a obtencdo de um conjunto de caracteristicas necessérias ao
estabelecimento das plantulas no campo. Pois, além de oferecerem protecao as sementes,
os filmes para recobrimento podem ser incorporados de aditivos que possibilitam a reducéo
da exposicdo dos operadores aos agrotoxicos e ainda facilitam o manejo do tratamento

quanto as quantidades de produto utilizado.

Os aditivos incorporados aos recobrimentos, para liberagcdo de substancias ativas
com a fungcdo de proteger as sementes contra o ataque de microrganismos podem ser
sintéticos ou naturais, como por exemplo, a prépolis, utilizada suas propriedades biolégicas
(antimicrobiana, antiinflamatéria, cicatrizante, entre outras) ha milhares de anos. As
pesquisas com propolis tém aumentado nas Ultimas décadas no sentido de caracterizar
esse produto e identificar quais substancias estdo presentes na sua constituicdo e a partir

desses resultados buscarem aplicacdes especificas para esse produto.

No Brasil, a diversidade da flora, propicia existéncia de diferentes variedades de
propolis, visto que este produto é oriundo de brotos, botdes florais e exsudados resinosos
das plantas, alvo de coleta das abelhas. Atualmente, existem 13 tipos de variedades,

descritos na literatura, sendo a mais recentemente catalogada a propolis vermelha, que tem
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sido encontrada ao longo do mar e costa de rios no nordeste brasileiro, como a regido do rio
Sado Francisco, no interior de Sergipe. Em pesquisas recentes, a propolis vermelha tem

demonstrado acdo antimicrobiana mesmo em baixas concentracdes.

Assim agregar valor as sementes de girassol, utilizando métodos e tecnologias de
producdo como a de recobrimento ativo com utilizacdo de produtos naturais e
biodegradaveis, é a principal exigéncia de um mercado cada vez mais competitivo e

primoroso por atitudes de sustentabilidade ambiental.

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver e caracterizar filme
biodegradavel, a base de pectina, contendo extrato de propolis vermelha para recobrir
sementes de girassol.

Este trabalho foi dividido em dois capitulos, sendo primeiro capitulo dedicado a
revisao de literatura dos temas estudados e o segundo capitulo apresentado em forma de
artigo intitulado de “Utilizacdo de filmes a base de pectina contendo extrato de prépolis

vermelha para prote¢cédo de sementes de girassol”.

17



UNIVERSIDADE TIRADENTES
DISSERTAGAO DE MESTRADO EM SAUDE E AMBIENTE

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar filme biodegradavel, a base de pectina, contendo extrato

de propolis vermelha para recobrir sementes de girassol.

2.2. Objetivos especificos

a)

b)

d)

f)

9)

Elaborar filmes com diferentes concentracfes de pectina e propilenoglicol,

utilizando planejamento experimental;

Caracterizar os filmes obtidos por andlises de solubilidade, propriedades de
barreira de &gua, mecanica e Oticas, microestrutura e infravermelho com

transformada de Fourier;

Incorporar extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha em diferentes
concentracoes (1%, 2,5%, 5% e 7,5%) em filme de pectina obtido a partir do

planejamento experimental;

Avaliar a ac@o antifungica contra Alternaria alternata dos filmes com diferentes

concentracdes de extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha;

Caracterizar o filme com a concentracdo de propolis definida para recobrimento
por andlises de solubilidade, propriedades de barreira de agua, mecanica e
Gticas, microestrutura, termogravimetria e infravermelho com transformada de

Fourier;
Recobrir as sementes de girassol com o filme contendo extrato hidroalcodlico de
propolis vermelha e avaliar por microscopia eletrénica de varredura a morfologia

da semente recoberta;

Avaliar a influéncia do recobrimento na germinacao das sementes de girassol.

18
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3. CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA
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3. CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Girassol

O girassol (Helianthus annuus L.) € uma dicotiledénea da familia Compositae, com
sistema radicular do tipo pivotante, ou seja, possui uma raiz principal vigorosa que pode
penetrar o solo na auséncia de obstaculos, em profundidades superiores a um metro,
conferindo-lhe maior reciclagem de nutriente e maior resisténcia a seca e ao tombamento
(KAKIDA et al., 1981). O caule é robusto, ereto, provido ou ndo de pélos e geralmente sem
ramificacdes, e as folhas sé@o alternadas, pecioladas com grande variagdo de numero (8 a
70), forma e tamanho. A inflorescéncia é do tipo capitulo com didametro variando de 6 a 50
cm (CASTIGLIONI et al., 1994). O fruto do girassol, chamado de aquénio, € composto de
pericarpo (casca ou tegumento), e pela semente propriamente dita (améndoa), de tamanho,
cor e teor de Oleo variavel, de acordo com as caracteristicas de cada cultivar (KAKIDA et al.,
1981).

Originaria da América do Norte, a planta do girassol se desenvolve e produz bem
na maior parte dos estados brasileiros. O seu cultivo deve ser evitado em regibes muito
umidas, pois a ocorréncia de doencas por excesso de umidade dificulta a producao nessas
areas (FREIRE et al., 2007). O ciclo vegetativo do girassol varia entre 90 a 130 dias e seu
florescimento ocorre em média, 60 dias apds a semeadura (EMBRAPA, 2010). O
desenvolvimento do girassol ndo requer solos com elevada fertilidade.O solo pode variar de
arenoso a argiloso, porém ndo pode haver compactacdo da mesmo, sendo a drenagem

essencial para o seu desenvolvimento (CAMARA, 2001).

Por se apresentar resistente a seca, ao frio e ao calor, o girassol apresenta grande
potencialidade de cultivo em larga escala no Brasil (LOPES, 2003). Além disso, o cultivo do
girassol pode aumentar a diversificacdo do sistema produtivo, podendo ser semeado em
sucessao a culturas de milho e soja (LAZZAROTTO et al., 2005).

No Brasil, a producéo de girassol (gréo) na safra 2009/2010 ficou em torno de 96,3
mil toneladas, e teve uma concentra¢do nas regides Centro-Oeste (Mato Grosso, Goias e
Mato Grosso do Sul, com 58,70%, 8,70% e 3,14%, respectivamente), Sul (Rio Grande do

Sul e Parand, com 25,47%, 1,05%, respectivamente) e Nordeste (Rio Grande do Norte, com
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1,47% e Ceara, também com 1,47%). Os precos da saca de 60 kg do grdo de girassol
ficaram, no més de maio/2010, no Centro-Sul ficaram, em média, a R$ 38,76 (CONAB,
2010).

O girassol é considerado, dentre os 6leos vegetais, como um dos 6leos de melhor
qualidade nutricional e organoléptica, possuindo um rendimento médio de 47% de dleo
limpido, de cor amarelo dourado claro, com odor e sabor suave caracteristico. Devido ao
alto indice de &cido linoléico (Omega 6) e de tocoferdis (vitamina E), o 6leo de girassol vem
sendo indicado em dietas para redugdo de colesterol, por sua baixa quantidade de &cidos
graxos saturados (ABOISSA, 2010).

Para a safra 2010/11, segundo o United States Department of Agriculture
(USDA), a previsdo € de uma producédo de girassol na ordem de 33,78 milhdes de
toneladas. Devido as suas caracteristicas especiais, cerca de 90% da producdo de
girassol sdo destinados ao processamento industrial, resultando em cerca de 13,07
milhdes de toneladas de farelo e 12,17 milhdes de toneladas de 6leo (CONAB, 2010).

Nos estados de Sergipe e Bahia, a cultura de girassol tem sido incentivada devido
ao programa do governo federal para a fomentagcdo da producéo de biodiesel. A Petrobras
Biocombustiveis firmou contrato, em 2008 com agricultores familiares locais, garantindo a
compra de toda a producdo de grédos para beneficiamento e transformadagdo em
biocombustivel na usina localizada em Candeias/BA, gque iniciou a sua duplicacdo em margo
de 2010. Na safra 2008/2009, foram adquiridos da agricultura familiar cerca de 18 mil
toneladas de grdos de mamona e girassol. Com a duplicagdo da usina concluida, serdo
necessarias 114 mil toneladas de oleaginosas produzidas pela agricultura familiar,
ampliando assim a participacdo dos agricultores familiares no projeto de producgéo de
biodiesel, possibilitando maior geracdo de trabalho e renda no campo (BIODIESELBR,
2010). Além disso, a massa, resultante da extracdo do Oleo, rende uma torta altamente
protéica, usada na producdo de racdo (EMBRAPA, 2010). Deve ser salientado que para
este aumento na ordem de 600% é necessario a utilizacdo de sementes isentas de

patégenos que interfiram na qualidade da producéo e do produto beneficiado.
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3.2. Qualidade de sementes de girassol

A qualidade das sementes consiste na producdo de plantas saudaveis para
obtencdo de uma boa colheita, sendo que 0s aspectos genéticos, fisicos, fisioldgicos e

sanitarios estdo diretamente relacionados com esta propriedade (GRISI et al. , 2009).

O desenvolvimento de novas tecnologias de producéo e cultivares tém contribuido
para minimizar os efeitos negativos do ambiente sobre a producdo e a qualidade das
sementes, no entanto, é necessario aumentar o conhecimento sobre como os fatores
ambientais podem afetar o processo fisiol6gico que determina a viabilidade e vigor, uma vez
que a producdo de sementes de baixo vigor € um problema crénico da industria de
sementes (GRISI et al. , 2009). Sabe-se também que todas as culturas sdo suscetiveis a
ataques de patdgenos, transmitidos através das sementes, que podem ser devastadores
(HENNING, 2004).

O girassol é hospedeiro de mais de 35 organismos fitopatogénicos, sendo a
maioria fungos que reduzem o poder germinativo e podem ser disseminados, estabelecendo
focos primérios de infeccdo em novas areas de cultivo. Estima-se que as doencas sao
responsaveis por uma perda anual média de 12% da produgé&o de girassol no mundo, sendo
este o fator mais limitante para a cultura na maioria das regides produtoras. Dependendo
das condi¢des climéticas, as perdas na producdo provocadas pelas doengas podem
alcancar 100% (MACHADO, 1994; LEITE, 1997).

A mancha de alternaria € uma das principais doencas do girassol, causada pelo
fungo Alternaria spp, ocorrendo em praticamente todas as regides do Brasil e em todas as
épocas de plantio. Os danos causados pela doenca podem ser atribuidos a diminuicédo da
area fotossintética da planta, devido a formagédo de manchas foliares e a desfolha precoce,
resultando na reducdo do diametro dos capitulos, do nimero de aquénios por capitulo, do
peso de 1000 aquénios e do teor de 6leo. As plantas severamente afetadas apresentam
também a sua maturacdo antecipada (GODOY e FERNANDES, 1985). Trés espécies do
fungo foram relatadas como patogénicas ao girassol no Brasil: A. helianthi, A. zinniae e A.
alternata e as condi¢Bes Otimas para a germinagdo de seus conidios sdo alta umidade
relativa (acima de 70%) e temperatura entre 25°C a 30°C (DAVET et al., 1991).
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A podriddo branca é outra doenca causada por um fitopatégeno, o fungo Sclerotinia
sclerotiorum que é considerado o mais importante para a cultura do girassol no mundo. A
infeccdo pode ocorrer na raiz e no colo da planta, na haste ou no capitulo, podendo matar
rapidamente as plantulas infectadas. Sua ocorréncia afeta seriamente a producdo e a
gualidade dos aquénios, que ficam com menor peso. As perdas associadas a podriddo de
capitulo refletem diretamente na producdo, com reducdo no numero de aquénios por
capitulo, no peso de aquénios e na concentracdo de 6leo. A qualidade do 6leo extraido de
graos infectados pelo fungo € inferior, devido ao aumento da concentracéo de 4cidos graxos
livres. Além desses prejuizos, o fungo persiste durante muitos anos no solo, representando

um perigo potencial permanente para a cultura do girassol (DAVET et al., 1991).

A ferrugem do girassol € outra doenga causada por fungos (Puccinia helianthi), que
causa reducdo na produtividade e na qualidade de aquénios, pela diminuicdo do peso e do
teor de 6leo, mas, aparentemente, tem pouca influéncia sobre os teores dos acidos graxos
no grao (ZIMMER e HOES, 1978).

O agente causal do mildio é o fungo Plasmopara halstedii e os danos causados por
essa doenca podem decorrer da morte precoce das plantas ou da perda total da producgéo e,
ainda, da contaminagéo das sementes (PEREYRA e ESCANDE, 1994).

Outras doencas que afetam a cultura do girassol foram relatadas no Brasil: mosaico
(virus do mosaico do picdo), mancha e crestamento bacterianos (Pseudomonas syringae pv.
helianthi e Pseudomonas cichorii), podriddo da medula da haste (Erwinia sp), bolha branca
(Albugo tragopogi), oidio (Erysiphe cichoracearum), mancha cinzenta da haste (Phomopsis
helianthi), mancha preta da haste (Phoma oleracea var. helianthi-tuberosi), tombamento e
podriddes radiculares (Sclerotium rolfsii) (LEITE, 1997). Como a maioria dos agentes
etioldgicos das doencas é transmitida pelas sementes, principalmente as causadas por
fungos, os testes de sanidade sdo conduzidos em laboratério, antes da utilizagdo dessas
sementes no campo, a fim de reduzir focos de infeccdo em novas areas de cultivo e garantir
a produtividade (MACHADO, 1994).

A qualidade das sementes é determinada utilizando-se instrumentos especificos
para a conducdo dos testes basicos que se encontram nas Regras para Andlise de
Sementes (RAS) (BRASIL, 1992).
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Os procedimentos e padrdes para determinar a qualidade das sementes foram
desenvolvidos visando a uniformidade de resultados das analises. As metodologias
compreendem definicbes e procedimentos fundamentais, baseados no minucioso

conhecimento dos principios que devem orientar a andlise de sementes (BRASIL, 1992).

Assim, a utilizacdo de sementes sadias é de grande importancia para a garantia de
bons rendimentos em qualquer cultivo agricola. No Brasil, ainda sdo poucos os estudos
realizados em patologia de sementes de girassol, no entanto, a crescente importancia da
cultura do girassol tem gerado uma demanda para que novos estudos e novas tecnologias
sejam propostos a fim de garantir a sanidade desta cultura, como o recobrimento de
sementes (GOMES et al. 2008; BATISTA et al., 2005; SALUSTIANO et al, 2005).

3.3. Filmes para recobrimento

O recobrimento desempenha uma importante funcdo na conservacao, distribuicéo e
comercializacdo do produto recoberto, sendo que suas principais fungbes sdo a protecéo do

produto em relagdo a danos mecéanicos, fisicos e microbiologicos (FALGUERA et al., 2011).

O recobrimento de sementes com filmes possibilita uma aplicagdo uniforme de
agentes quimicos e bioldgicos contra o ataque de patodgenos, reduzindo desta forma os
impactos sobre 0 meio ambiente e salde do agricultor. Esse método também pode ser
utilizado para controlar as condigBes de estocagem das sementes, prevenindo o aumento de
umidade e garantindo sua qualidade, visto que mesmo uma pequena elevacdo do teor de
umidade da semente é suficiente para reduzir sua capacidade de germinagédo (KAVAK e
ESER, 2009).

Os filmes podem ser compostos por substancias biodegradaveis ou blendas com
outros compostos. Os filmes biodegradaveis sao peliculas finas que podem ser formadas a
partir de polimeros naturais, de origem animal ou vegetal, sendo que, quando lancados no
meio ambiente, convertem-se em compostos simples, mineralizados, que ndo agridem o
biossistema (CHANDRA e RUSTGI, 1998). Para a elaboracao desses filmes é necessaria a
presenca de pelo menos um polimero capaz de formar uma matriz continua e coesa
(GUILBERT et al., 1997).
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Os principais grupos de polimeros naturais utilizados para a producdo de filmes
sdo: proteinas (caseinas, proteinas do soro do leite, glaten, zeina, colageno e gelatina);
polissacarideos (derivados da celulose, quitosana, amido, alginatos, pectinas e gomas); e
lipidios (monoglicerideos, acidos graxos, ceras naturais, etc.) (KESTER e FENNEMA,
1986). Estes polimeros apresentam grande disponibilidade na natureza, ampla variedade de
estruturas, biocompatibilidade, atoxicidade e sédo de facil modificacdo quimica e bioquimica
(SOUTO-MAIOR et al., 2008).

A técnica de producdo dos filmes a partir de uma solucdo filmégena envolve,
inicialmente, uma etapa de solubilizacdo do polimero em um solvente (4gua, etanol, solucao
de acido acético, etc.) ao qual podem ser incorporados diversos aditivos (plastificantes,
agentes reticulantes, agentes antimicrobianos, etc.). Posteriormente, a solu¢do formadora
do filme é vertida sobre um suporte e submetida a um processo de desidratacdo até uma
condi¢cdo que permita um facil desprendimento do molde ou aplicada no recobrimento de um

produto , sendo este processo denominado de casting (CUQ et al., 1995).

Os recobrimentos sdo aplicados ou confeccionados diretamente sobre o produto ou
alimento a ser protegido, enquanto os filmes sdo estruturas independentes que apds sua
fabricagdo podem ser utilizadas para envolver os produtos, como embalagens. Os filmes
podem localizar-se na superficie ou como finas camadas entre diferentes partes do produto
(FALGUEIRA et al., 2011).

O uso de filmes ou recobrimento baseados em polimeros naturais depende de
varios fatores, incluindo custo, disponibilidade, atributos funcionais, propriedades mecanicas
(resisténcia e flexibilidade), qualidades Opticas (brilho e opacidade), propriedades de
barreira (permeabilidade ao vapor de agua, O, e CO,), resisténcia estrutural a agua
(solubilidade) e aceitacao sensorial. Estas caracteristicas resultam de diversos parametros,
tais como: caracteristicas fisico-quimicas e concentracdo da macromolécula e dos demais
constituintes (solvente, plastificante, agente antimicrobiano, etc.), pH, condicbes de

secagem e condi¢cbes ambientais (temperatura e umidade) (VIERA et al., 2011).
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3.4. Pectina

A pectina é encontrada na parede celular de plantas superiores como uma
substancia cimentante na lamela média e como um espessante da parede celular (THAKUR
et al.,, 1997). As substancias pécticas sdo polissacarideos com estruturas complexas,
altamente ramificados, hidrofilicos e ricos em acido D-galacturdnico (BUCHANAN et al,
2000). Este polissacarideo contribui para a adesdo entre as células, firmeza e resisténcia
mecanica do tecido, sendo também determinante para a firmeza dos vegetais, caracteristica
estabelecida durante o0 seu crescimento, amadurecimento, armazenamento e
processamento. Est4 associado, naturalmente, & celulose, hemicelulose e lignina, sendo

designado enquanto nesta condicéo de protopectina (PAIVA et al., 2009).

Durante a producéo comercial da pectina, muitas de suas estruturas complexas séo
perdidas, prevalecendo, principalmente, as regibes de acido galacturdnico de diferentes
comprimentos e grau de esterificacdo (MAY, 1997). As pectinas sdo produzidas,
principalmente, a partir da casca de frutas citricas e polpa de maca. Esses materiais sao
aquecidos em agua quente contendo acido mineral, sob condi¢cdes controladas de pH e
temperatura. No caso da maca, um segundo tratamento com carvdo e amilase é feito para
eliminar, respectivamente, a cor e o amido. Uma filtracdo posterior retira particulas e
impurezas insollveis, resultando em um extrato razoavelmente brilhante (THAKUR et al.,
1997).

A pectina apresenta elevado peso molecular e dependendo do grau de substituicdo
dos grupos carboxilas, presentes nos mondmeros de acido D-galacturbnico, por grupos
metoxila (-OCH3), a pectina pode ser classificada como de alta metoxilagéo/esterificagdo
(acima de 50%) e de baixa metoxilacdo/esterificacdo (abaixo de 50%) (SOUTO-MAIOR et
al., 2008), como pode ser observado nas Figuras 1 e 2, respectivamente.
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COOCHa: COOCH; COQCH: COOCH; COOCH;

AP AP P

Figura 1: Pectina de alto teor de metoxilacdo (THARANATHAN, 2003)

COOH COOCH; COOH COOH COOH

AP AP P

Figura 2: Pectina de baixo teor de metoxilagdo (THARANATHAN, 2003)

A importancia da pectina na tecnologia e no processamento de alimentos, bebidas
e farmacos esta relacionada a sua funcé@o de conferir firmeza, retencdo de sabor e aroma,
assim como ao seu papel de hidrocoléide na dispersdo e estabilizacdo de diversas
emulsdes. A formacao de gel é a principal caracteristica funcional da pectina e depende
essencialmente das caracteristicas do meio: pH, teores de sélidos sollveis e cétions
divalentes, além de depender da concentracdo da pectina e do seu grau de metoxilacdo
(PAIVA et al., 2009).

A estrutura molecular de um gel aquoso apresenta trés elementos: (a) zonas de
juncdo, onde as moléculas poliméricas estédo juntas; (b) segmentos de inter-juncao dos
polimeros que séo relativamente méveis; e (c) agua presa na rede polimérica. Uma zona de
juncdo pode envolver ligacdes covalentes, eletrostaticas, de hidrogénio ou interacdes
hidrofébicas (THAKUR et al., 1997).

Existem vérios estudos sobre a formacao e aplicacdo de coberturas ou capsulas de
géis de pectina em alimentos ou farmacos, e que, por serem em forma de uma pelicula, sdo
também denominados de filmes (TRIPATHI et al. , 2010; MAFTOONAZAD et al., 2007;
KANG et al., 2005), mas apenas alguns desses trabalhos produziram filmes independentes

para poder determinar caracteristicas fisicas desses produtos (SOUTO-MAIOR et al. 2008).
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ALVES et al. (2010) verificaram as propriedades de barreira de filmes a base de
blendas de pectina e kappa carragena com incorporacdo de flocos de mica e observaram
uma diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua, e também dos gases CO, e O, em
relacdo aos filmes sem a incorporacao dos flocos de mica. SILVA et al. (2009) avaliaram o
efeito da concentracdo do plastificante em filmes de pectina e alginato reticulados com
fons de célcio e concluiram que o aumento da concentracdo do plastificante (glicerol)
diminuiu a resisténcia a tracdo dos filmes compostos e aumentou a solubilidade em agua, a

umidade e o alongamento desses filmes.

BATISTA et al. (2005), estudaram o efeito da adicdo de &cidos graxos sobre as
propriedades dos filmes de pectina e observaram que a utilizacdo da mistura desses
componentes na preparacdo dos filmes aumentou os valores de tensdo da ruptura e da
elongacao, no entanto nao diminuiu a permeabilidade ao vapor de agua em relacdo aos
filmes produzidos com a adi¢do dos acidos graxos individualmente. Também nesse estudo
foi observada a alta solubilidade dos filmes produzidos e os autores sugerem que filmes
com essa caracteristica podem ser utilizados para cobertura de sementes agricolas que
necessitem de rapida germinagdo no campo ou como carreadores de aditivos necessarios

ao crescimento das mesmas.

3.5. Agente Plastificante

A adicdo de um agente plastificante ao filme é requerida quando ocorrem intensas
forcas intermoleculares na cadeia polimérica que promovem a fragilidade desse filme. Os
plastificantes tém a capacidade de reduzir essas forcas, aumentando a flexibilidade e
extensibilidade dos filmes. Esse aumento da maleabilidade e da mobilidade da cadeia
polimérica promove, por conseqiéncia, o aumento dos coeficientes de difusdo de gases e
agua (BERTUZZI et al., 2007). KESTER e FENNEMA (1986) definiram agente plastificante
como composto de baixa volatilidade e alto ponto de fuséo, capazes de reduzir as forcas

intermoleculares e aumentar a mobilidade de cadeias poliméricas.
A incorporacdo do plastificante aos filmes pode modificar as propriedades de

adesdo, permeabilidade ao vapor de &gua, ao oxigénio e também as propriedades

mecanicas e térmicas. As interacdes entre os plastificantes e os polimeros podem sofrer
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interferéncias de fatores como: tamanho molecular, configuracdo e nimero total de grupos
hidroxilas dos plastificantes (BATISTA, 2004).

Diversos plastificantes tém sido comumente utilizados na elaboracdo de filmes

biodegradaveis: glicerol, sorbitol, propilenoglicol, polietilenoglicol, etilenoglicol, entre outros

(GHASEMLOU et al. 2011). No entanto, para a escolha do plastificante a ser adicionado na

formulacdo do filme, deve ser considerada a compatibilidade deste com o polimero e o
solvente utilizados, de modo que o mesmo apresente-se totalmente disperso na solucéo
filmogena, evitando a formacdo de um filme com camadas distintas (SILVA et al., 2009;
FARRO, 2008).

MALI et al. (2005) analisaram o efeito de diferentes concentragbes dos
plastificantes glicerol e sorbitol nas propriedades mecéanicas de filmes a base de amido de
mandioca e observaram que o aumento da concentracdo dos plastificantes, promoveu uma

diminui¢cdo dos valores de tensé&o e do médulo de Young dos filmes.

Ao estudar a permeabilidade ao vapor de agua de filmes de amido de milho com
alto teor de amilose em funcdo da concentracdo de glicerol, BERTUZZI et al. (2007)
verificaram um aumento linear dessa propriedade ao aumentar a concentracdo do
plastificante e relataram que esses resultados podem ser devido as modifica¢cdes estruturais
na cadeia do amido, provocada pelo carater hidrofilico do plastificante adicionado, que
favoreceu a absorcao e dessorcdo de moléculas de agua. MULLER et al. (2008) avaliaram
os efeitos da concentracdo do glicerol e sorbitol nas propriedades de barreira de agua de
filmes de amido e verificaram que os grupos hidrofilicos desses plastificantes podem
diminuir a mobilidade das moléculas de agua, reduzindo o coeficiente de difusédo de agua
nesses filmes. Os autores concluiram que a permeabilidade ao vapor de agua é controlada

pelo coeficiente de solubilidade de agua nos filmes.

GHASEMLOU et al. (2011) estudaram o efeito dos plastificantes sorbitol e glicerol
em filmes a base de kefiran e determinaram o glicerol como o plastificante mais adequado,
para este tipo de filme, em relagdo as propriedades fisicas, mecanicas, de barreira e
térmicas. Os autores concluiram que os plastificantes podem ter um importante papel para

adequacdo dessas propriedades, de acordo com aplicagdes especificas dos filmes.
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O propilenoglicol além de ser utilizado como agente plastificante, também pode agir
como solvente de ingredientes ativos, possuindo afinidade com compostos hidrofilicos e
hidrofébicos (DOW, 2010).

3.6. Métodos para caracterizacao dos filmes

3.6.1. Espessura

A espessura dos filmes é um parametro que influencia suas propriedades, sendo o
seu controle muito importante para avaliar a uniformidade desses materiais, a repetibilidade
da medida de suas propriedades e a validade das comparacdes entre filmes. Nos processos
de producao de filmes, do tipo casting € muito importante controlar o nivel do local onde o
suporte com a solucdo filmogénica serd mantido durante o processo de secagem, para
evitar diferencas na espessura desses filmes (CUQ et al.,1996; GENNADIOS et al., 1993).
SOBRAL et al.,, 2002 observaram que a obtencdo de filmes pela metodologia casting
podem gerar filmes ndo homogéneos e de diferentes espessuras, podendo dar lugar a

respostas diferentes com relagéo aos testes mecanicos.

OLIVEIRA (1996) definiu a espessura dos filmes como a distancia perpendicular
entre as duas superficies principais do material e a gramatura como peso de uma
determinada area do material, estando ambas diretamente relacionadas a resisténcia

mecéanica dos filmes.

Dependendo do polissacarideo, os filmes podem apresentar diferentes espessuras
para a mesma quantidade e concentragao. Os filmes de pectina, por exemplo, tendem a ser
mais finos do que os filmes de alginato, pois alcangam um arranjo molecular mais compacto,
fato este atribuido a menor massa molecular da pectina em relacdo ao alginato
(SRIAMORNSAK e KENNEDY, 2008).

CUQ et al. (1996) em pesquisas de filmes de proteina miofibrilar, registraram uma
tensdo na ruptura com relagdo diretamente proporcional & espessura dos filmes. Este
comportamento foi relacionado ao aumento das interagdes intermoleculares nos filmes de
maior espessura. J& as propriedades de barreira sdo afetadas de forma diferente pela

espessura. PARK e CHINNAN (1995) verificaram que a permeabilidade ao vapor de agua
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aumenta linearmente com o aumento de espessura dos filmes devido a tensbes internas
provocadas pela alteracdo da estrutura dos filmes. Este comportamento foi observado no
estudo de filmes a base amido de milho com alta amilose, ou seja, aumento linear da
permeabilidade ao vapor de dgua com o aumento da espessura filme (BERTUZZI et al.,
2007).

3.6.2. Permeabilidade ao vapor d’agua

A permeabilidade dos filmes é a medida obtida através da passagem de um
material permeante de um lado do filme para o outro quando ambos sdo expostos a
diferentes concentracbes desse permeante em um determinado tempo, sendo ainda
importante o conhecimento da area do filme exposto e sua espessura (KROCHTA e DE
MULDER-JOHNSTON, 1997). O ganho de peso de uma célula utilizada para a
determinagédo da permeabilidade ao vapor de agua é registrado a partir da passagem de
vapor de dgua do meio onde a umidade relativa é maior para aquele onde a umidade é

menor.

Dentre os fatores que influenciam a permeabilidade ao vapor de agua nos biofilmes
destacam-se a natureza do material permeante, o plastificante, o grau de reticulagéo, a
polaridade e as interagdes entre as cadeias poliméricas (KESTER e FENNEMA, 1986).
Estudos realizados por GUILBERT et al. (1997) demonstraram que o0 aumento da
cristalinidade, da densidade ou massa molecular resultou em diminui¢cdo da permeabilidade.
A estrutura molecular das matrizes poliméricas também é um pardmetro de grande
influéncia nas propriedades de barreira. Segundo McHUGH e KROCHTA (1994), filmes com
baixa permeabilidade sdo obtidos a partir de matrizes formadas por cadeias poliméricas
lineares simples. A presenca de cadeias laterais na matriz conduz a um aumento nos

espacos livres facilitando a difusdo do permeante.

DIAS et al. (2010) estudando filmes a base de amido e farinha de arroz,
observaram um aumento da permeabilidade ao vapor de agua desses filmes, ao se
aumentar a concentracao de glicerol na formulagdo e sugeriram que esse comportamento
poderia ser explicado pelo aumento da higroscopicidade dos filmes, no caso dos filmes de

amido e pela estrutura mais aberta da cadeia dos filmes a base de farinha de arroz.
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Ao estudarem o efeito do alginato e lambda-carragena nas propriedades de
permeabilidade ao vapor de 4gua de filmes de caseinato de sédio e lipideos, FABRA et al
(2010), verificaram que na auséncia de plastificante (glicerol) a permeabilidade dos filmes
foram menores que em filmes contendo plastificantes e atribuiram esse fato aos
plastificantes hidrofilicos que promovem um aumento dos espacos intermoleculares na

cadeia polimérica.

KOWALCZYK e BARANIAK (2011) estudaram os efeitos dos plastificantes em filmes
a base de proteina isolada de ervilhas e observaram que os filmes preparados com sorbitol
apresentaram menor permeabilidade ao vapor de agua em relacdo aos filmes preparados
com glicerol e atribuiram essa diferenca a menor higroscopicidade do sorbitol.

3.6.3. Propriedades mecanicas

A necessidade de flexibilidade, resisténcia a tracdo e alongamento adequados,
permitindo a deformacéo do filme utilizado como cobertura, sem a sua ruptura, se faz devido
ao manuseio, transporte ou armazenamento dos produtos recobertos que podem ocasionar
a ruptura dessa cobertura, que perde dessa forma o seu carater protetor. Por esse motivo as
medidas desses paramentros fornecem informacdes sobre as forgas intermoleculares
envolvidas na estabilizagdo da matriz polimérica e sobre a energia necessaria para que o
filme se rompa (ROBERTSON, 1993).

A resisténcia a tracdo e elongacao sado propriedades mecanicas apresentadas por
um filme. A resisténcia a tracdo € a maxima tensao suportada pelo filme até o momento de
sua ruptura. A elongacdo é a medida de maleabilidade do filme e pode ser considerada
como uma caracteristica que define a habilidade do filme em deformar antes de ocorrer sua
ruptura. Baixos valores de elongacdo implicam em filmes quebradicos (MACLEOD et al.,
1997). O médulo de elasticidade ou médulo de Young € a relacdo entre a resisténcia a
tracdo e porcentagem de alongamento e indica a rigidez do filme, ou seja, quanto maior

o valor do médulo de Young mais rigido sera o filme (OLIVEIRA, 1996).

As propriedades mecénicas podem ser diretamente afetadas por varios fatores,

como a natureza do material filmogeno e a coesdo da estrutura da matriz polimérica, que
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esta relacionada com a distribuicdo e concentracdo inter e intramolecular na estrutura
filmogénica (CUQ et al, 1996).

MACLEOD et al. (1997) estudaram as propriedades mecanicas e de
permeabilidade de filmes de pectina e etilcelulose para aplicacdo em sistemas de liberacéo
de farmacos e observaram uma diminuicdo da resisténcia a tracdo e do alongamento

provocada pelo aumento da quantidade de pectina nos filmes.

A influéncia da adicdo de plastificantes sobre as caracteristicas mecéanicas dos
filmes tem sido evidenciada em diversos trabalhos. COFFIN e FISHMAN (1994), verificaram
gue filmes a base de pectina e amido adicionados de glicerol sofreram reducdo na
resisténcia a tracdo e aumento no alongamento. OLIVAS e BARBOSA-CANOVAS (2007)
verificaram que diferentes plastificantes (polietilenoglicol 8000, frutose, glicerol, e sorbitol)
adicionados em filmes a base de alginato de calcio, modificaram as propriedades mecéanicas
dos filmes, diminuindo a tensdo dos mesmos, sendo que o efeito foi mais pronunciado com

0 aumento da umidade relativa.

Para a realizacdo das andlises de resisténcia € muito importante o controle da
umidade relativa durante o armazenamento do filme antes das analises. Altas umidades
relativas no ambiente promovem um aumento de umidade no filme e conseqientemente um
efeito plastificante, provocado pela agua, levando a uma diminuicdo significativa na forca de
ruptura devido a mudancas de conformacéo que ocorrem na estrutura molecular (CUQ et
al., 1996).

OLIVAS e BARBOSA-CANOVAS (2007) estudaram o efeito do plastificante e da
umidade relativa na permeabilidade ao vapor de agua e nas propriedades mecanicas de
filmes a base de alginato de calcio. Os autores observaram que o aumento da umidade
relativa provocou uma diminuicdo da tensdo dos filmes de alginato, e o aumento do
alongamento dos mesmos filmes. O estudo demonstrou que a 4gua agiu como um agente

plastificante nos filmes com caracteristicas hidrofilicas.
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3.6.4. Solubilidade em agua

A solubilidade é uma importante propriedade do filme de recobrimento e de acordo
com a sua aplicacdo a solubilidade em agua pode ou ndo ser desejavel. Em produtos com
elevada atividade de &gua é importante que o material de recobrimento seja resistente a
adgua, podendo aumentar a integridade do produto em alguns casos (KOWALCZYK e
BARANIAK, 2011). A total solubilidade do filme em &gua antes do consumo do produto
também pode ser uma caracteristica desejavel, como por exemplo, em alimentos
desidratados, que devem ser hidratados previamente ao consumo ou no caso das
coberturas de sementes, que requerem hidratacdo no momento de sua germinagao
(BATISTA, 2004).

DIAS et al. (2010) observaram que o aumento do teor de glicerol aumentou a
permeabilidade ao vapor de agua de filmes a base de amido de arroz e associou esse
comportamento com o alto coeficiente de solubilidade desse filmes, promovido pelo glicerol.
Quando a concentragdo de glicerol foi aumentada de 20% para 30%, o coeficiente de

solubilidade teve um aumento de 40%.

A pectina é um polissacarideo altamente higroscépico e se desintegra rapidamente
em &agua (SHIH, 1996). A adicdo de compostos com natureza hidrofébica, como os &cidos
graxos, em filmes a base de pectina € uma alternativa quando a solubilidade se apresenta
como fator limitante para o uso destes filmes. Porém, se estes ndo forem corretamente
incorporados a matriz filmogénica, podem causar danos as propriedades 6ticas e mecénicas
dos filmes (BATISTA, 2004).

3.6.5. Propriedades 6ticas

Dentre as propriedades Oticas de um filme destacam-se a cor e opacidade dos
filmes. A opacidade de um material demonstra sua maior ou menor transparéncia e a cor
esta relacionada com o tipo de material utilizado para sua elaboracdo. A transparéncia de

um material é caracterizada pelo blogueio da passagem de luz. (OLIVEIRA, 1996).

Em algumas aplicagdes, como por exemplo, embalagens de alimentos, a

transparéncia dos materiais de recobrimento € uma vantagem, pois ele permite que o
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consumidor veja o produto antes de sua compra. Por outro lado, as embalagens tém a
funcdo de proteger o produto contra possiveis danos causados pela incidéncia da luz
(KOWALCZYK e BARANIAK, 2011).

As caracteristicas Oticas sdo relevantes para o0s recobrimentos devido as
modificacbes que podem ocorrer na aparéncia dos produtos revestidos (FABRA et al.,
2010). No entanto, os filmes podem ser caracterizados em relagdo a sua cor, mas esse nao
€ um parametro limitante de uso (OLIVEIRA, 1996).

ZIANI et al. (2010) estudaram o recobrimento de sementes de alcachofra com
filmes bioativos a base de quitosana e observaram o aumento do brilho das sementes
recobertas, sendo que esta caracteristica foi mais intensa quando foi aumentado o numero

de camadas utilizadas no processo de recobrimento.

3.6.6. Andlise termogravimétrica

As analises térmicas sdo constituidas por métodos que medem variacdo das
propriedades fisico-quimicas das substéancias, incluindo as mudancas de peso ou de energia
em func@o da temperatura, sendo que as técnicas mais utilizadas sado: termogravimetria,
andlise térmica diferencial (DTA) e calorimetria diferencial exploratéria (DSC) (SANTOS,
2008).

Os resultados das analises sédo expressos como um grafico de massa em funcéo da
temperatura ou do tempo, sendo que essa curva pode ser expressa, também, como a
primeira derivada da massa. As regibes horizontais demonstram temperaturas que nao
ocorrem alteracdes de massa, enquanto nas partes curvas ocorre perda de peso (SANTOS,
2008).

A termogravimetria determina as temperaturas de decomposicdo de substancias
organicas e inorganicas . As analises térmicas tém sido muito utilizadas na caracterizacdo
de mistura de polimeros/farmacos, comumente para determinacdo de temperatura e a
entalpia de fusédo e de recristalizacdo, assim como a temperatura de transicao vitrea, que

sdo fatores que ajudam a elucidar as interaces ocorridas na formulacdo e permitem avaliar
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a cristalinidade do material (VAN DROOGE et al., 2006; GUPTA et al., 2004; MENON et al. ,
2002).

A andlise térmica é (til na identificacdo de compostos poliméricos do material
analisado, especialmente para deteccdo de blendas poliméricas. Para fins qualitativos, a
analise térmica combinada com técnicas como espectroscopia de infravermelho e
microscopia Otica € comumente utilizada na identificacdo estrutural do material (LEMOS,
2003).

GHAFFARI et al. (2007) caracterizaram filmes a base de pectina/quitosana/Eudragit
e obtiveram analises termogravimétricas de cada um desses compostos puros, sendo que
para a pectina, os resultados de degradacgéo ficaram entre 200 e 234 °C, atribuidos a
despolimerizacdo da cadeia de pectina.

TRIPATHI et al. (2010) em estudos sobre a preparacdo e avaliagao fisico-quimica
de filmes ternarios a base de quitosana/poli (vinil alcool)/pectina, encontraram, nas
andlises termogravimétricas, valores para a degradacédo desses filmes ternarios entre 250 e
350 °C e consideraram como satisfatorio o resultado obtido para aplicagdo em embalagens

de alimentos.

3.7. Filmes ativos antimicrobianos

Sistemas inovadores de recobrimentos ativos capazes de interagir de forma
desejavel com o produto recoberto tém sido desenvolvidos nas Ultimas décadas (ROONEY,
2005). Além de proteger o produto embalado dos mais freqlientes mecanismos de
deterioracdo, esta transformagdo atende também as crescentes exigéncias dos

consumidores em relagcdo a seguranga alimentar (HAN, 2005).

Filme ativo pode ser definido como uma forma de revestimento na qual o filme, o
produto e a interacdo destes com o meio ambiente estendem o tempo de armazenamento e
melhoram a qualidade desse produto, através de uma funcéo especifica complementar na
preservacdo do mesmo (SUPPAKUL et al., 2003).
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Baseado no conhecimento da degradacdo do produto a ser recoberto e das suas
condicbes de estocagem é possivel especificar as propriedades dos filmes ativos de
maneira a se controlar o ambiente ao redor desse produto (ROONEY, 2005). O mecanismo
de acdo destes sistemas visa a transferéncia do agente ativo incorporado na matriz
polimérica para o produto, de maneira a manter uma concentracdo predeterminada do
composto ativo na superficie por um determinado tempo e dessa forma, prevenir ou inibir o
crescimento de microrganismos deterioradores ou patogénicos no produto (BUONOCORE
et al., 2003).

O recobrimento de sementes com uma camada fina e uniforme de filme polimérico,
contendo aditivos (pesticidas, nutrientes, corantes entre outros), forma uma espécie de
embalagem ativa que minimiza a perda dos aditivos aplicados, podendo representar uma
boa alternativa para a agricultura (DUAN e BURRIS, 1997).

ZIANI et al. (2010) avaliaram a aplicacdo de recobrimentos bioativos baseados em
quitosana para a protecdo de sementes de alcachofra. Os resultados da primeira parte do
estudo utilizando-se filmes a base de quitosana sem a incorporagédo do fungicida dissulfeto
de tetrametiltiuram (TMTD) demonstraram que o recobrimento ndo afetou significativamente
0 processo de germinacdo das sementes e a agdo antifungica desse filme reduziu o numero
de Aspergillus niger, Alternaria alternata e outros fungos (néo citados), porém nao foi efetiva
contra Rhizopus. Na segunda parte do estudo, foi verificado que a adi¢cdo do fungicida
TMTD na formulagdo de recobrimento aumentou significativamente o percentual de
germinacdo em relacdo ao controle (sem recobrimento) e ao recobrimento sem TMTD.
Também foi observada uma maior efetividade da agéo antifingica do filme contendo TMTD,

especialmente contra o fungo Rhizopus.

PELISSARI et al. (2009) comprovaram o efeito antimicrobiano de filmes de amido
de mandioca e quitosana contendo 6leo essencial de orégano contra Bacillus cereus,

Escherichia coli, Salmonella enteritidis, e Staphylococcus aureus.
SANCHEZ-GONZALEZ et al., (2011) confirmaram a atividade antimicrobiana de

recobrimento a base de quitosana e dleo de bergamota em uva, cultivar Moscatel, contra o

crescimento de leveduras no periodo de pés-colheita, sob condi¢gbes de refrigeragao.
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PASTOR et al. (2010) estudaram a atividade antifingica de filmes ativos a base de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) contendo prépolis contra Penicillium italicum e
Aspergillus niger. Os filmes apresentaram efetividade na acao antifingica contra os fungos
estudados, sendo mais intensa contra Penicillium sp., demonstrando que as propriedades
das substancias ativas naturais da prépolis foram preservadas. Os autores concluiram que
esses filmes podem ser utilizados para controlar o ataque de fungos em géneros

alimenticios e sugeriram novas pesquisas para aplicacdo desses filmes.

3.8. Prépolis

O numero de pesquisas sobre a incorporacdo de propolis em filmes poliméricos
ainda € muito reduzido, sendo que a maioria desse ndo sao para aplicacdes alimenticias
(PASTOR et al., 2010). A aplicacao deste tipo de filme foi recomendada por JULIANO et al.
(2007) para a industria farmacéutica, agricola e alimenticia, baseada em resultados obtidos
em pesquisa com filmes poliméricos para liberagdo local de propolis em cavidade oral.
BUDIJA et al. (2008) investigaram e apresentaram a possibilidade do uso de extratos de

prépolis para tratamento de madeira.

A prépolis € um produto constituido por uma mistura de resinas vegetais coletadas
por abelhas em uma grande diversidade de plantas. Esse produto é utilizado, principalmente

para proteger a colméia contra a invasdao de microorganismos (PARK et al., 2002).

A coloragéo, a consisténcia e a sua composi¢cao quimica, depende fortemente da
estacdo do ano e da regido visitada pelas abelhas (SFORCIN et al., 2001). As substancias
gue constituem a propolis estdo diretamente relacionadas com a composi¢do quimica da
resina da planta de origem. Os flavondides (compostos fenélicos) tém sido considerados
como um dos principais constituintes biologicamente ativos da propolis (CABRAL, et al.
2009), no entanto, sua composi¢do apresenta ainda outras substancias: ceras, 0leos
essenciais, polen e varios componentes organicos como ferro e zinco, vitaminas (B1, B2, B3 e
Be), acido benzoico, éster, cetonas, lactonas, quinona, esteréides e acUcares e ainda
pigmentos naturais como clorofilas e carotenoides (CAVACO et al., 2008; JULIANO et al.,
2007; FARRE et al. 2004)
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A prépolis brasileira, devido a grande diversidade de sua flora, esta classificada em
13 tipos, de acordo com a sua constituicdo quimica e também pela avaliacdo de suas
atividades antimicrobianas e antioxidantes. O mais recente tipo de propolis classificado, o
13° tipo, € denominado de “prépolis-vermelha”, devido a sua coloracdo vermelha intensa. A
prépolis vermelha vem sendo encontrada ao longo do mar e costa de rios no nordeste
brasileiro e sua coloracdo se deve, principalmente, pela coleta das abelhas, do exsudado
vermelho da superficie da Dalbergia ecastophyllum. A prépolis com origem botanica
exclusiva de D. ecastophyllum apresentou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus maior que a prépolis com origem de mistura de outras plantas (DAUGSCH et al.
2006; CABRAL et al. 2009).

Dentre outras atividades biologicas da propolis, as propriedades antimicrobianas
tém sido amplamente investigadas e varios autores tém demonstrado essas caracteristicas
(ORSI et al., 2005; SFORCIN et al., 2001; KUJUMGIEYV et al., 1999; GRANGE e DAVEY,
1990). KALOGEROPOULOS et al. (2009) demonstraram as propriedades antioxidantes e
antimicrobianas de extratos de propolis obtidos na Grécia e no Chipre e concluiram que
além de seu potencial uso farmacéutico, baixas concentracbes dos extratos de prépolis
estudados poderiam ser utilizados como aditivos antioxidantes e antimicrobianos para

protecdo se alimentos.

A atividade antimicrobiana dos extratos de propolis é influenciada pelo solvente
utilizado para o seu preparo (TOSI et al., 1996). Extratos aquosos de prépolis brasileira
mostraram um efeito antibiético contra alguns patdégenos de plantas: Agrobacterium
tumefaciens, Clavibacter michiganensis e Xanthomonas axonopodis. Erwinia chrysanthemi
foi em parte inibida, embora Pseudomonas syringae nao tenha sido inibida (BIANCHINI e
BEDENDO, 1998). A atividade antifingica da prépolis em diferentes espécies de Candida foi
demonstrada por UZEL et al., 2005 e testes in vitro contra leveduras identificadas como
causadores de onicomicoses também demonstram excelentes atividades fungistatica e
fungicida (OLIVEIRA et al., 2006; LONGHINI et al., 2007).

A andlise dos efeitos da incorporacao de extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha
em filmes bioativos a base de colageno tipo | para reparacdo cicatricial por segunda
intencdo, em ratos, foi estudada por ALBUQUERQUE-JUNIOR et al. (2009). Os resultados

do estudo sugerem que os filmes de colageno sado Uteis para melhorar a cicatrizacdo de
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lesBes cutdneas por segunda intencdo e, a adicdo de 0,1% do extrato hidroalcodlico de
prépolis vermelha brasileira, aparentemente estimula a fibroplasia cicatricial sem efeitos
téxicos. Os autores concluiram que esses filmes podem ser considerados como curativos

promissores para oclusdo de ferida e reparacao cicatricial.

PASTOR et. al. (2010) verificou a acdo antifingica de filmes a base de
hidroxipropilmetilcelulose contendo prépolis contra Aspergillus niger e Penicillium sp,

sendo que a acédo foi mais intensa contra A. niger.

Assim, a utilizagdo de recursos naturais, como pectina e prépolis, para confecgdo
de biomateriais de recobrimento de sementes € uma tecnologia inovadora para 0 setor
agricola, especialmente para o mercado de sementes de girassol que tem se destacado
devido ao grande potencial de produgcdo no Brasil, ainda pouco explorado. Além disso,
recentes discussdes sobre as questdes ambientais tém aumentado a demanda por produtos
naturais a fim de reduzir os impactos causados ao meio ambiente e também a saude

humana.
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5. CAPITULO 2

THE USE OF PECTIN-BASED FILMS CONTAINING RED PROPOLIS
EXTRACT FOR SUNFLOWER SEED PROTECTION
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Abstract

The aim of this study was to develop a pectin-based film containing hydroalcoholic red
propolis extract (HPE) for protectively coating seeds against Alternaria alternata
contamination. The propylene glycol-plasticized films were developed experimentally, and
the best-performing formulation (2% pectin and 0.6% propylene glycol) was selected for HPE
incorporation. The film with 5% HPE had antifungal activity against the phytopathogen and
was used to coat the sunflower seeds. The incorporation of HPE improved the mechanical
properties of the film and did not change other film characteristics. Photomicrographs were
obtained of the films and coated seeds, showing their morphological characteristics.
Germination tests of coated seeds did not show an influence of HPE, indicating that this

material may be used for seed protection.

Keywords: pectin; film coating; Alternaria alternata; sunflower seed; propolis.
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1. Introduction

The sunflower seeds production is among the main cultures of agricultural sector in
the world and this product is used as raw material for production of sunflower oil and food
product. Sunflower shows excellent combustion properties and can be used as a source of
energy. Annually, 30 million tons of sunflower seeds are produced in some countries of
Eastern Europe, the Americas and Asia (Arromdee, Kuprianov, Kaewklum and Sirisomboon,
2010). The most important factor in terms of culture consolidation for grain processing is the
quality of the raw material. However, the sunflower shows high susceptibility from
contamination with different of Alternaria species fungi (Pozzi, Braghini, Arcaro, Zorzete,

Israel, Pozar, Denucci and Corréa, 2005).

Active films were developed to protect different materials, including seeds.
Biodegradable films from carbohydrates promote a reduction of the use of synthetic materials
and play an important role in coating technology, with the opportunity for the utilization of
renewable materials (Dias, Muller, Larotonda & Laurindo, 2010; Batista, Tanada-Palmu &
Grosso, 2005). The incorporation of active substances into the film can establish an
antimicrobial and antioxidant activity of the membrane, increasing seed protection (Pastor,

Sanchez-Gonzalez, Chéfer, Chiralt & Gonzéalez-Martinez, 2010).

Pectin is a polysaccharide composed by a(1->4)-linked D-galacturonic acid
residues. This polymer is frequently used in matrix tablets, gel beads and film-coated dosage
forms (Tripathi, Mehrotra & Dutta, 2010). This material is non-toxic and has relatively low
production costs (Lui, Fishman & Hicks, 2007; Sungthongjeen, Sriamornsak,
Pitaksuteepong, Somsiri, Puttipipatkhachorn, 2004). The pectin dispersion gel is a suitable

film for coating slippery surfaces, such as those on seeds and grains.

In the film formulation, plasticizers may also be used to improve mechanical
properties. Plasticizers intersperse between polymer chains, moving them apart, reducing
the rigidity of structures and consequently increasing film flexibility (Guilbert, Gontard &
Gorris, 1996). The polymer/plasticizer combination must be studied because the
concentration of both components can modify film permeability and mechanical properties
(Olivas & Barbosa-Canovas, 2007; Bifani, Ramirez, Ihl, Rubilar, Garcia & Zaritizky, 2007).

The concentration of these compounds and their interactions can affect film properties
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differently. Thus, the best concentration of polymer/plasticizer may be verified

experimentally.

The introduction of active substances can also change film properties. Red propolis
is a resin that presents antibacterial, antioxidant and antifungal activities; it has been
incorporated in medicines, cosmetics and food (Pastor, Sanchez-Gonzalez, Chafer, Chiralt
& Gonzélez-Martinez, 2010). A limited number of published papers on propolis incorporation
into films are available (Kechichian, Ditchfield, Veiga-Santos & Tadini, 2010; Pastor,

Sanchez-Gonzélez, Chéfer, Chiralt & Gonzéalez-Martinez, 2010).
The aim of this study was to develop and characterize a pectin-based film with red

propolis extract and to study its antifungal action against Alternaria alternata. The
germination behavior of coated seeds was also evaluated.

56



UNIVERSIDADE TIRADENTES
DISSERTAGAO DE MESTRADO EM SAUDE E AMBIENTE

2. Materials and methods
2.1. Materials

High methoxyl pectin (PEC) was supplied by CPKelco Brasil S/A (Genu® Pectin
Food Grade), and propylene glycol (PG) was from VETEC. The samples of red propolis were
collected in Sergipe, Brazil (S 10°2825" e W 36°26'12"), in September 2010. Sunflower
seeds (Embrapa 122) and the Alternaria alternata strain were obtained from Embrapa

Tabuleiros Costeiros, Brazil.
2.2. Methods
2.2.1 Preparation and characterization of Hydroalcoholic Propolis Extracts HPE

Propolis samples (1 g) were extracted with 70% ethanol (12.5 mL) at room
temperature for 1 hour using an ultrasound bath. After the extraction, the mixture was
centrifuged, filtered and the solvent was eliminated.

The chemical profile of HPE was determined using a reversed phase column (XP-
ODS 50 x 3 mm; particle size, 2.2 micrometers) and diode array detector (Shimadzu Co.)
according to Alencar, Oldoni, Castro, Cabral, Costa-Neto, Cury, Rosalen & Ikegakid, 2007.
The HPE 1% (w/v) solution was prepared in methanol and injected into the UFLC system. A
linear gradient of water (solvent A) and methanol (solvent B) was performed. At first, 40% of
B was used until 22.5 min, followed of 60% of B (37.3 min), 90% of B (42.3 min), and finally
30% of B (42.3 min). The solvent flow rate was 0.4 mL/min. The detection was carried out at
260 nm, and the chromatogram was processed using the specific software LC Solution.
Authentic standards of flavonoids and phenolic acids (formononetin, quercetin, kaempferol,
pinocembrin, 3-hydroxy-7-methoxyflavone, catechin, epicatechin, rutin, propyl gallate, ferulic
acid and p-coumaric acid) were used for identification and quantification of red propolis

compounds.
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2.2.2 Development of film formulation

An experimental design (2% was carried out using two variables: polysaccharide
(PEC) and plasticizer (PG) concentrations, with triplicates on central points (Tablel).
Polysaccharide and plasticizer concentrations were established based on previous

experiments.

Table 1. Experimental design: codes and real values of pectin and
propylene glycol

Treatments Code values Real values *

PEC PG PEC PG
1 -1 -1 2.0 0.2
2 +1 -1 3.0 0.2
3 -1 +1 2.0 0.6
4 +1 +1 3.0 0.6
5 0 0 2.5 0.4
6 0 0 2.5 0.4
7 0 0 2.5 0.4

(*) PEC - % pectin (w/V), PG — % propylene glycol (w/V)

PEC and PG were dispersed in distilled water at 60°C for 30 min according to
experimental design concentrations. This filmogenic dispersion was poured (30 mL) into
plastic Petri plates (d = 8.5 cm) and dried at 37°C for 24 h. Dry films were peeled off from
casting surfaces and kept in desiccators containing an oversaturated NaBr solution (58%

RH) at 25°C for 48 hours before the characterization step.

After the selection of formulation of experimental design (treatment 3), the red
propolis filmogenic dispersion was obtained. HPE was dissolved in PG (24 h/25°C) and
incorporated into pectin dispersion on different concentrations: control without HPE (Fo), 1%
(Fy), 2.5% (F,5), 5% (Fs) and 7.5% (F75s).

Film thickness was measured using a digital micrometer (+0.001 mm, Pantec) and
the mean value was used in calculations of the mechanical properties and water vapor

permeability.
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2.2.3. Film characterization
2.2.3.1. Water Solubility (Sw)

Water solubility of films was measured as proposed by Gontard, Duchez, Cuqg. &
Guilbert, 1994). Film disks (d=2 cm) were dried at 105°C for 24 hours and weighted (m,).
The samples were immersed in 50 mL of distilled water and maintained under mild agitation
(175 rpm) at 25°C for 24 hours using a shaker (Marconi N1100). After this period, the final
dry matter of the sample (m¢) was determined using the weight of the dry material (105°C/24
h). Solubilized material (Sw) was calculated using Eq.1.

Sw = (my - mg). 100 / m, ()
2.2.3.2. Optical properties - Colorimetry

The color co-ordinates CIE L* a* b* were obtained using a CR-10 Color Reader

(Konica Minolta). A white surface was used as the standard and the total color differences

(4E) were calculated using Eq. 2.
(4E) = (AL? + 4a® + Ab%)°* (2)
AL = Lstandard — I—sample, Aa = Astandard — Asample and Ab = bstandard — bsample

2.2.3.3. Mechanical properties

Mechanical tests were carried out using a texture analyzer (TAXT - Stable Micro
System). Tensile strength (TS), elongation at break (E) percentage and Young’s modulus
(YM) were determined from eight replicates (25 mm x 10 mm) for each film formulation in
accordance with ASTM D882 (ASTM, 1995). Samples were fixed between grips; the force
and deformation were recorded during extension at 1.00 mm/s, with a 10 mm initial distance
between the grips. Tensile strength was calculated using the maximum force at break divided
by the initial cross-sectional area of the film strip. The elongation at break was expressed as
original length percentage, and Young’s modulus was expressed as tensile strength divided

by elongation percentage.
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2.2.3.4. Water vapor permeability (WVP)

Film water vapor permeability (WVP) was determined according to Sprockel, Sen,
Shivanand & Prapaitrakul (1997). Cups containing oversaturated ZnS0,.7 H,O solution (RH
90%) were closed with film and kept in desiccators containing silica gel (RH 0%) at 25°C.

The cup was weighed after 48 hours. The WVP was calculated using Eq.3.
WVP = W.8/[t.S.(vpl —vp2)] 3)

In Eq. 3, W is the amount of the water vapor that crossed through the film after 48
hours (g), d is the average film thickness (mm), t indicates time (hours), S shows the film
permeation area (m?), vpl is the water vapor pressure of ZnS0,.7 H,O (RH 90%) and vp2

is the water vapor pressure of silica gel (RH 0%).
2.2.3.5. Scanning electron microscopy

Microstructure analysis of surface and cross-sections of the films was carried out
using a JEOL JSM-6360-LV scanning electron microscope. The samples were gold coated
and observed using a 20 kV accelerating voltage.

2.2.3.6. Fourier transformed infrared (FTIR)

The FTIR spectra of the films were obtained using an FTIR spectrophotometer (IR
ILLUMAT 1) in the range of 650 and 4000 cm™, with a resolution of 4 cm™. Each spectrum

represents an average of 64 consecutive readings.

2.2.3.7. Thermal Characterization

Thermogravimetry analysis of Fo and Fs was obtained in a thermobalance model
TGA-50 (Shimadzu) in a temperature range from 25 to 600°C, using platinum crucibles with 3
mg of samples, under a dynamic nitrogen atmosphere (50 mL min™) and a heating rate of
50C.min*. The thermogravimetric system was calibrated using a CaC,0,4.H,O standard

substance in conformity with the ASTM pattern.
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2.2.3.8. Evaluation of antifungal activity of the films

Disks of colonies of A. alternata were placed in Petri plates containing PDA medium
for mycelial growth. These disks were deposited on disks of films containing HPE with the
same diameter. The plates were incubated at 25+1°C (Pastor, Sanchez-Gonzalez, Chafer, &
Gonzéalez-Martinez Chiralt, 2010), and the diameter of the mycelium was measured after 15
days. The test was conducted with six repetitions for each HPE film concentration, and a

control group was used without the presence of the film.
2.3. Seed Coating

Sunflower seeds were dipped into a coating dispersion for 30 seconds at 25°C and
then dried at 37°C. This procedure was repeated after 30 min and once more after 24 hours.
The groups used in this process were seeds coated with filmogenic dispersion without HPE
(SCy), seeds coated with filmogenic dispersion with HPE 5% (SCs) and uncoated seeds (S).

2.3.1. Characterization of coated seeds
2.3.3.1. Scanning electron microscopy

Microstructural analyses of coated sunflower seed cross-sections were carried out
using a JEOL JSM-6360-LV scanning electron microscope. The sample was gold coated and

observed using an accelerating voltage of 20 kV.
2.3.3.2. Germination Tests

Laboratory germination tests were performed with uncoated seeds (S), coated
seeds without HPE (SC,) and coated seeds with HPE 5% (SCs). For the germination tests, 8
repetitions of 25 sunflower seeds were performed for each group. These seeds were
distributed on two germitest paper germination sheets, moistened with distilled water (up to
2.5 times the weight of the paper) and kept in an incubator (Mangelsdorf) at 20°C. The data
were recorded as counts of seeds that presented development of primary roots at four days

and at the final of germination after ten days, according to the requirement of the Rules for
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Testing Seeds. The effect of coating with or without HPE was calculated as the percentage
of germinated seeds (BRASIL, 2009).

Greenhouse germination tests were performed with uncoated seeds (S), coated
seeds without HPE (SC,) and coated seeds with HPE 5% (SCs). For the germination tests,
200 seeds of each group were distributed on germination box containing coconut substrate
moistened daily with distilled water and kept at 25°C. The data were recorded as counts of
seeds that presented development of primary roots at four days and at the final of
germination after eight days. The effect of coating with or without HPE was calculated as the
percentage of germinated seeds (BRASIL, 2009).

2.4. Statistical analysis

For the analysis of experimental design data, experiments in the center of the
design were performed to make the estimation of pure error possible. All of the experiments
were carried out at random to minimize the effect of unexplained variability in the observed
responses due to systematic errors. All calculations and graphical designs were performed
using Statistic 9.0 software (Statsoft, OK, USA). The means of the characterization test data
were compared by Student’s t-tests employing Statistic software 9.0 at the 5% of significance
level. The antifungal evaluation of films (Fy, Fi, F.s5, Fs, and F;5) and the germination
percentage of sunflower seeds (S, SC, SCs) were performed by applying analysis of

variance (ANOVA) and Tukey tests with a significance level of 0.05.
3. Results and discussion

UFLC analysis was used to determine the chemical profile of HPE. The compounds
were identified on the basis of their UV spectrum and the chromatographic behavior
compared to external standards. Four compounds were identified: propyl gallate, catechin,
epicatechin and formononetin. The formononetin and the epicatechin have not been
quantified due to they were co-eluted with other compounds. The sample presented was

11.52 and 20.93 mg.g™ of propyl gallate and catechin, respectively.

According to our experimental design, the samples showed 100% solubility in

distillated water (as expected). Pectin is a hydrophilic material with high solubility in water
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(Souto-Maior, Reis, Pedreiro & Cavalcanti, 2008); films based on this polysaccharide
disintegrate quickly and easily in seeds, allowing complete germination (Batista, Tanada-
Palmu, Passos, Trani & Grosso, 2005). The addition of propylene glycol to the film

formulations did not affect the films’ water solubility.

The incorporation of HPE in the formulation was possible using propylene glycol as
a co-solvent because the components present in HPE are not soluble in water. The addition
of HPE in the formulation did not change the solubility of the film, showing that the water-
insoluble substances of HPE interacted with propylene glycol, which was able to solubilize
them.

Color may be regarded as an important parameter to characterize films because of
its impact on the appearance of the coated product (Fabra, Talens & Chiralt, 2010). The
values for color difference (AE) were influenced only by increases of the concentration of

polymer.The values for AE ranged between 6.21 and 8.54 units (not shown data).

The color difference may be related to the change in opacity of the films, which
mainly modifies the brightness in color attributes (Fabra, Talens & Chiralt, 2010). The high
concentration of pectin increased the color of films. According to specifications contained in
the product data sheet provided by the manufacturer, pectin used in this work has color

attributes related to light tan color cream.

The results in figure 1a show the interaction between pectin and propylene glycol
concentrations based on TS responses. The lowest values of TS were presented when these

concentrations were increased. The results of the experimental design for TS also varied
between 36.98 and 65.82 MPa. Plasticizer and polymer seem to have no influence on the

tension in concentrations below 0.25% and 2.4%, respectively. However, when
concentrations of both are increased, there is a reduction of tension, indicating the influence
of the plasticizer and polymer on this property. This behavior can be explained by structural
modifications of the polymer chain. When the plasticizer was incorporated into the film at
higher concentrations, the reduction of intermolecular forces of the polymer chain was
promoted (Kester & Fennema, 1986). Propylene glycol is a small molecule that can interact
with the pectin chain, promoting a greater molecular mobility of the film matrix (Dias, Muller,

Larotonda & Laurindo, 2010; Mali, Sakanaka, Yamashita & Grossmann, 2005; Parris, Coffin,
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Joubran & Pessen, 1995; Gontard, Guilbert & Cuqg, 1993). Furthermore, the hygroscopic
characteristics of pectin increase the water content of the polymer matrix, producing films
with lower tension (Mali, Sakanaka, Yamashita & Grossmann, 2005); this could explain the
decrease in tension with increasing concentrations of pectin because the polymer is highly

hygroscopic.

These two events could also explain the results obtained for YM, wich indicates the
rigidity of the films (Fabra, Chiralt & Talens, 2010). The higher the value of YM is, the higher
the stiffness of the films (Mali, Sakanaka, Yamashita & Grossmann, 2005). The values
obtained for YM ranged between 303.98 and 992.62 MPa.

The greatest rigidity of the films in this experiment was observed in the lowest
concentration of plasticizer and polymer (Fig 1c), which coincide with the concentrations that
resulted in films with higher TS values. However, the lowest stiffness corresponded with the
highest concentrations of both variables at levels that resulted in films with lower stress

values.

Macleod, Fell & Collet (1997) analyzed the mechanical properties and permeability
of pectin and ethyl cellulose films and observed a decrease in tensile strength and elongation
caused by the increased amount of pectin in the films. The results suggested that there is a
specific level of pectin concentration that can be used to obtain a film with satisfactory

mechanical strength.

Batista, Tanada-Palmu & Grosso (2005) studied the addition of fatty acids in pectin
films based on low-methoxy and observed values of TS between 46.62 and 75.89 MPa,
similar to those found in this study. According to Silva, Bierhalz & Kieckbusch (2009), the
concentration of glycerol added to films from pectin and alginate crosslinked with calcium
caused a reduction in the TS of the films. The values of TS ranged from 39.7 to 61.5 MPa for
films with low calcium (0.2 g/g polymer) and from 41.6 to 75.7 MPa for crosslinked films with

a high content of calcium.

As can be seen in Fig.1lb, the increase of plasticizer concentration had a positive
effect on the result of elongation of the film when it was incorporated in films with the same
polymeric concentration. However, the increase in polymer concentration caused a decrease

in the elongation percentage of the film. The values of elongation varied between 6.5% and
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17.5%. According to Galietta, Gioia, Guilbert and Cuqg (1998), the increase of plasticizer
causes changes in the three-dimensional organization of the film; this causes changes in the
characteristics of the mechanical properties, such as increase of elongation percentage. The
increase in polymer concentration seems to contribute to the reduction of elongation,
possibly due to the increase of intermolecular forces in the polymer chain. This behavior was
more intense than the changes promoted by the plasticizer. Dias, Muller, Larotonda &
Laurindo (2010) observed an increase of elongation of films based on rice starch and rice
flour with increased concentrations of plasticizer but without variation of polymer
concentration. In studies of composite films based on crosslinked alginate and pectin with
calcium, Silva, Bierhalz & Kieckbusch (2009) obtained E values ranging from 1.5% to 19.8%.
The films obtained with pectin reported by Kang, Jo, Lee, Kwon & Byun (2005) had a value
of 2.6%.

The results of the WVP showed an increased permeability of the films when the
concentration of plasticizer and polymer were higher than 0.35% and 2.6%, respectively (Fig.
1d). This behavior is consistent with the results obtained for higher values of TS, i.e.,, a
greater permeability was observed in the films that showed greater mobility of their
intermolecular polymer chains. Other studies showed similar results, indicating that the
increase of WVP can occur when there is an increase of plasticizer (Dias, Muller, Larotonda
& Laurindo, 2010; Bertuzzi, Vidaurre, Armada & Gottifredi, 2007; Gontard, Guilbert & Cug,
1993). Already at low concentrations of polymer and plasticizer (2.5% and 0.4%,
respectively), neither seem to interfere with the results of permeability while maintaining low
values for this property. The WVP values obtained in this study ranged between 0.4664 and
0.9139 g.mm/m?%.h.Kpa.

This behavior can be attributed to the increased intermolecular spaces in the
polymer chain promoted by the highest concentrations of plasticizer (Fabra, Chiralt & Talens,
2008). Furthermore, the characteristics of the hydrophilic polymer due to the presence of
polar groups (-OH) can increase the interaction of the film with water molecules, resulting in
an increased permeability of even higher concentrations of polymer (Souto-Maior, Kings,
Mason & Cavalcanti, 2008; Cheng, Karim, Norziah & Seow, 2002).
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Fig. 1. Surface response plot of effect of PEC and PG concentration on: (a) tensile strength,

(b) tensile elongation at break and (c) Young’s modulus and (d) water vapor permeability of
experimental design films equilibrated to 58% RH.

The experimental design samples did not show differences on the micrographs of
the surfaces and cross section of the films. A continuous and homogeneous structure was
observed for all pectin films in the experiment. The composition of these films was the same,
and the changes in the concentrations of polymer/plasticizer did not show differences in film
microstructure. Fig. 2 (a, b) presents the photomicrography of the film surface (Fo and Fs).
The effect of HPE incorporation on the microstructure could be observed, and the internal
morphology did not change when HPE was added to the polymeric matrix. Fracture
micrographs (Fig. 2 c, d) showed homogeneity of Fy and Fs films. The final structure of the
film depends on the interactions between the components of the formulation and their
arrangement during the drying step and film formation (Pastor, Sdnchez-Gonzalez, Chéafer,
Chiralt & Gonzéalez-Martinez, 2010). The presence of insoluble particles was observed for Fs

films. The surfaces of Fsfilms were more irregular than F,. The irregularities in the surface of
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Fs films may be related to the presence of crystalline HPE particles. According to Pastor,
Sanchez-Gonzalez, Chéafer, Chiralt & Gonzalez-Martinez (2010), the crystal structure
pattern of an alcohol solution of propolis components is similar when the components interact
chemically with other substances. In this study, the increase of concentrations of HPE in the

HPMC films changed the microstructure of the films.

Fig. 2. Micrographs of films and coated seeds: (a) surface of film without HPE (Fy); (b)
surface of film with HPE 5% (Fs); (c) cross-section of Fg; (d) cross-section of Fs; (e) seed
coated with pectin film without HPE (SCy); (f) seed coated with pectin film containing HPE
5% (SCs).
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The efficiency of the coating process was confirmed using cross-section
micrographs of coated seeds (Fig. 2 e, f). It was observed that the filmogenic dispersion
formed a continuous and homogeneous layer for both types of coating (SCy, and SCs), but
the coating thickness recorded for SC5 was greater than the coating for SCy (7.38 + 0.32 |
and 5.12 £ 0.01 y, respectively). This increased thickness could be explained by the greater
amount of material that was incorporated into the film solution when the HPE was added to
the film. Some studies have reported that film thickness is related to the composition of the
polymer and/or the incorporation of additives in the composition of the film (Imran, ElI-Fahmy,
Revol-Junelles & Desobry, 2010; Mali, Grossmann, Garcia, Martino & Zaritzky, 2004). Imran,
El-Fahmy, Revol-Junelles & Desobry (2010) observed a significant increase in the thickness
of the film when the cellulose-based additive nisin was incorporated into the film.

The FTIR spectra of films (4000 — 500 cm™ region) showed a similar chemistry for
all films of experimental design (Fig. 3a), possibly due to the composition of the samples.
The formulations did not vary in components, only in concentrations, justifying the difference
of the intensity between the bands. The absorption bands of pectin are characteristic and can
be observed with higher intensity from 1760 — 1730 cm™ (carboxyl group esterified) and 1630
— 1600 cm™ (carboxyl group free) (Singthong, Ningsanonds, Cui & Goff, 2005; Manrique &
Lajolo, 2002; Chatjicakis, Pappas, Kalantzi, Rodis & Polissiou, 1998) and these appeared
discretely on the film spectra. The alcohol hydroxyl group (O — H) bands appeared more
intensely (from 1200 to 1000 cm™) and were related to the pectin and propylene glycol

hydroxyl groups.
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Fig.3. Spectra of experimental design films 1-5 (a), film without HPE (Fo) and film with 5%
HPE (Fs).
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The inclusion of HPE in the formulation did not change the FTIR spectrum profile
(Fig. 3b). The spectra of the F, and Fs films showed similarities, suggesting a low
interference of the substances contained in propolis, as can also be confirmed by the results
of mechanical properties WVP and solubility. As described above, the prior solubilization of
the extract of propolis in PG may have contributed to its improved interaction with the
polymer chain. Furthermore, the low concentration of HPE (5% w/w) incorporated into the

film could also explain its similarity to the same movie without HPE.

The mechanical data (Table 2) show the stiffness of the material (YM), the film
resistance to elongation till fracture (TS) and the film capacity for stretching (E). The Young
modulus and elongation data did not show any significant difference between the samples
(p=0.3169 and p=0.1766, respectively). According to Kechichian, Ditchfield, Santos-Veiga &
Tadini (2010), the concentration of antimicrobial ingredients may promote greater
effectiveness of the biodegradable films against microorganisms, without reducing the
percentage of elongation of the same. Nevertheless, the tensile strength (TS) of Fs films was
higher than that of Fy (p=0.0001). The mechanical profile of films is affected by the spatial
distribution of the substances, their physical state and the interactions established between
this substances. The incorporation of new components can promote alterations in the
parameters of films (Pastor, Sanchez-Gonzalez, Chéafer, Chiralt & Gonzalez-Martinez,
2010). The introduction of HPE produced a stronger effect in the matrix, as an increase in the
TS was observed in the Fs film. HPE is present in the composition of resins, balsams with
polar compounds such as flavonoids, phenolic acid and esters (Burdock, 1998). The
increase of TS could be due to the interactions of these polar compounds with the backbone
of the pectin molecule. These interactions can result in stronger interfacial adhesion between
these and the HPE substances, and this leads to an increase in TS. Nevertheless, these

interactions did not change the stiffness or the elongation of the film.

The permeability to water vapor (Table 2) showed no significant difference between
the results reported for films Fo and Fs (p = 0.5394). The use of PG as a plasticizer and
cosolvent for the HPE causes a molecular interaction between the components of propolis
extract and the dispersion in making films, thus minimizing the interference of these

compounds on the property of WVP and the solubility of the film.
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Regarding the color of the films after incorporation of HPE, there was an increase in
color difference when comparing the films Fq and Fs (Table 3). HPE has a deep red color
(Cabral, Oldoni, Prado, Alencar & Bezerra, 2009), and when incorporated into the film, even
at low concentration, it produced a film with an increase in chromaticity parameters (a* and
b*). The parameter a* range from green (-) to red (+) and b* from blue (-) to yellow (+)
(Sobral, Garcia, Monterrey-Quintero & Inhabitant, 2004).

Table 2. Analysis results of tensile strength (TS), elongation at break (E),
Young’s modulus (YM), water vapor permeability (WVP), water solubility (Sy) and
color difference (AE) of pectin film (Fo) and pectin film with 5% HPE (Fs)

Analysis Fo Fs p value (*)
TS (mPa) 27.16 £5.20 40.11+£3.12 0.0001
E (%) 11.00 +0.36 13.25+0.26 0.1766
YM (mPa) 267.62 £102.23 314.07+£73.28 0.3169
WVP 0.81+0.01 0.86 +0.12 0.5394

(g.mm/m?.h.Kpa)

Sw (%) 100 100 -

AE 9.77+3.36 29.66 +2.86 0.0007

(*) Student’s t-test (p<0.05)

The DTA curves exhibited similar profiles of thermal degradation (Fig. 4a). A
thermogravimetric analysis curve (TGA) is shown in Fig. 4b. The thermal gravimetric curves
of all films presented discrete weight loss until 100°C (dehydration step), with F, showing the
highest humidity index (2.75%). It was observed that the humidity decreased with increasing
HPE concentrations. F; and Fs presented 2.10 and 1.94% humidity, respectively. According
Ghaffari, Navaee, Oskoui, Bayati & Rafiee-Tehrani (2007), the pure pectin showed the first
thermal event with weight loss up to 10% in the range of 50—100°C, which was related to the
evaporation of water in the sample. This result suggests that films with HPE present a

smaller amount of carboxyl groups available to interact with water molecules as these groups
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can interact with compounds present in HPE (Souto-Maior, Reis, Pedreiro & Cavalcanti,

2008).

The films presented another step between 156 and 198°C (4.8 and 5.9% of weight
loss, respectively). Around 240°C, the weight loss of samples was approximately 28%. The
second thermal event was related to the depolymerization of pectin chains (Ghaffari,

Navaee, Oskoui, Bayati & Rafiee-Tehrani, 2007).
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Fig. 4. Curves of DTA (a), TG (b) and DrTGA (¢) Fo (—), F1 (---), Fs (-+++-+- ) films obtained
in heating rate of 10°C.min™ under a dynamic nitrogen atmosphere (50 mL.min™).

The inhibitory effect of HPE films on the mycelium growth of Alternaria alternata is
presented in Table 3. At 5% and 7.5% of HPE in the film, the mycelial growth present
significant difference when compared to control F, (p = 0.000856). The both concentrations
(5% and 7.5% of HPE) showed similar performance concerning to inhibition of mycelial

growth (p = 0.339015).

The control of fungi in seeds has been performed, especially with the use of
synthetic fungicides such as thiram, iprodione, captan and benomyl (Reis, Satelis, Pereira &
Nascimento, 2006). However, the growing concern for environmental and health risks
associated with the use of such substances has directed researchers to use new products
from natural sources for the management of plant diseases; this includes the protection of
seeds, which are important sources of the spread of pathogens (Basim, Basim & Ozcan,

2006).
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Several studies have demonstrated the antifungal effect of propolis from different
sources (Pastor, Sanchez-Gonzalez, Chafer, & Gonzéalez-Martinez Chiralt, 2010;
Kalogeropoulos, Konteles, Troullidou, Mourtzinos & Karathanos, 2009; Longhini, Raksa,
Oliveira, Svidzinski & Franco , 2007). The antimicrobial properties of propolis have been
mainly attributed to flavonoids pinocembrim, galangin and pinobanskin (Basim, Basim &
Ozcan, 2006). Flavonoids are substances synthesized by plants in response to
environmental stress and microbial infection (Kalogeropoulos, Konteles, Troullidou,
Mourtzinos & Karathanos, 2009)

Table 3. Inhibitory effect of HPE on mycelial growth of Alternaria alternata

Treatments Mycelial growth (mm) p value (related to control)
Fo (control) 83.58 +£2.94 -
Fi 81.42 +5.12 0.9989
Fos 7150+ 1.73 0.3098
Fs 56.75 £9.63 0.0009
Fs 47.58 £14.38 0.0001

These results suggest that the films preserved antifungal properties of the
compounds present in HPE and that they can be used for seed coating. The formulation Fs
was the film selected to cover the sunflower seeds due to its effectiveness in inhibiting the
mycelial growth of A. alternata significant differences with the higher concentrations used in

this study were not seen.
Pastor, Sanchez-Gonzalez, Chafer, & Gonzalez-Martinez Chiralt (2010) reported
the antifungal activity against Aspergillus niger and Penicillium sp when propolis was

incorporated in hydroxypropylmethylcellulose films.

Laboratory germination tests (Table 4) showed no differences in the results for

coated seeds (SCy and SCs), suggesting no influence of the incorporation of the film HPE
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(p= 0.0639). The results, compared to control (uncoated seeds (S)), showed that the coating

process did not significantly affect the germination percentage.

This same behavior was observed in germination tests performed in the greenhouse
(Table 4). The germination rates observed in laboratory testing, for S, SCy, and SCs were
78%, 81.5% and 72.5%, respectively, after 4 days from the beginning of the test. For the
tests in the greenhouse (Table 4), the values for S, SC, and SCs were 75%, 78.5% and 71%
at 4 days and 93.5%, 86.5% and 83.5% at 8 days, respectively.

Some studies have reported that coating generally does not influence the process of
seed germination (Ziani, Ursu & Maté, 2010; Oliveira, Soldi, Rabbit, Miqueloto & Coimbra,
2009; Batista, Tanada-Palmu, Trani & Grosso, 2005). Under the condition of water stress
(water shortage), coating can contribute to enhanced absorption of water, which is favorable
for seed germination (Oliveira, Soldi, Rabbit, Miqueloto & Coimbra, 2009).

According to the marketing standards for sunflowers, the minimum germination
percentage in Brazil should be 70% (APPS, 2005). Machado (2000) defined the efficiency of
chemical treatment as being related to the type of seed, the physical and physiological
condition of the batch type, the variability of the pathogen, the level of infection /

contamination and the active ingredient and dosage of the product.

Table 4. Percent germination of sunflower seeds in the laboratory and greenhouse

analyses
Treatment Germination (%)
Laboratory Greenhouse
4° day 4° day 8° Day
S 78.0 75.0 93.5
SCo 81.5 78.5 86.5
SCs 72.5 71.0 83.5
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4. Conclusions

The results of the experimental design pointed to 2% pectin (w/V) and 0.6%
propylene glycol (w/V) as being superior for coating experiments due to its showing better a
mechanical performance and permeability index. The 5% of HPE concentrations in the film
formulation were able to inhibit Alternaria alternata. The incorporation of 5% HPE in the films
interfered only with mechanical properties, but positively, and the coating application was
viable. The coating process did not interfere with the germination of the seeds, suggesting
that sunflower seeds can be coated with pectin/HPE, improving the protection against
phytopathogens such as A. alternata.
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