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RESUMO

Por serem baratas, resistentes, versateis e apresentarem alta flexibilidade, as
embalagens de polimeros sintéticos como o PET, o poliestireno, o polietileno e
demais olefinas tém sido utilizadas na industria de alimentos por mais de 50 anos. A
quase totalidade desses materiais €, contudo, de descatabilidade rapida e ja ocupam
de 15 a 20% do volume do lixo urbano, causando impactos ambientais de diferentes
magnitudes e de dificil remedia¢&o. Nos Ultimos anos o incentivo ao uso de materiais
biodegradaveis e ambientalmente amigaveis, tais como plasticos de origem
bacteriana como os da familia dos polihidroxialcanoatos (PHA), os derivados de
proteinas ou aqueles a base de amido termoplastico e demais polissacarideos tém
crescido e tendem a substituir gradualmente os polimeros sintetizados a partir do
petréleo. Dentre os chamados polimeros naturais, um material de interesse para a
confeccéo de filmes para emprego em embalagens para contato com alimentos séao
os derivados de zeinas. As zeinas sao proteinas de reserva do milho, denominadas
prolaminas, que podem ser extraidas através de solubilizacdo em meio alcodlico.
Estas proteinas sdo altamente hidrofébicas, com elevado grau de polimerizacao,
sendo usadas principalmente em industrias farmacéuticas, como material de
encapsulamento de drogas, na impermeabilizacdo de papéis e embalagens
cartonadas e associadas a polimeros sintéticos para a minimizacdo de contato e
deterioracBes em alimentos. O objetivo deste trabalho € a obtencédo de um biofilme a
partir da zeina do grdo do milho, devido a grande abundancia deste cereal no Brasil.
Para a extracdo da zeina duas técnicas foram utilizadas, uma, porém, nao foi
eficiente, que consistia em separar as proteinas do milho por centrifugacao, a outra
consistiu em solubilizar as proteinas do milho em diferentes solventes sobre
agitacdo constante e posterior evaporacdo do solvente. A técnica utilizada para a
preparacao do biofilme mostrou ser eficiente, mas era preciso que se utilizasse uma
placa de Pétri de Plastico ou outra superficie nivelada de acrilico, pois o biofilme
formado ficou com o aspecto gelatinoso, devido a interacdo do biopolimero com a
silica da placa de Pétri utilizada.

Palavras-chave: Biofilme; Proteinas; Zeina.



ABSTRACT

Because they are inexpensive , durable , versatile, and presenting high flexibility ,
packages of synthetic polymers such as PET , polystyrene , polyethylene and other
olefins have been used in the food industry for over 50 years. Nearly all these
materials is, however, already occupy descatabilidade quickly and 15 to 20 % of the
volume of solid urban waste, causing environmental impacts of different magnitudes
and difficult to remedy. In recent years, encouraging the use of environmentally
friendly and biodegradable materials such as plastics bacterial origin such as the
family of polyhydroxyalkanoates (PHA), the derivatives or those protein -based
thermoplastic starch and other polysaccharides have grown and tend to replace
gradually polymers synthesized from petroleum. Among the so-called natural
polymers, materials of interest for making films for use in packaging for food contact
are derived from zeins. The zeins are storage proteins from corn, called prolamines
which can be extracted by dissolution in an alcoholic medium. These proteins are
highly hydrophobic, with a high degree of polymerization and is mainly used in
pharmaceutical industries, as material for encapsulation of drugs in waterproofing
paper and cartons and associated with synthetic polymers to minimize contact and
deteriorations in food. The objective of this work is to obtain a biofilm from the zein of
corn grain, due to the great abundance of this cereal in Brazil. For the extraction of
zein two techniques were used, one, however, was not efficient, consisting in
separating the corn protein by centrifugation, the other was to solubilize proteins in
different solvents on corn stirring and subsequent evaporation of the solvent. The
technique used for the preparation of biofilm was effective but it had to be used a
plastic petri plate or other flat surface of acrylic, because the biofilm was formed with

the gelatinous due to interaction with the silica of the biopolymer Petri dish used.

Keywords: Biofilm; Proteins; Zein.
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1. INTRODUCAO

O milho é produzido em quase todos os continentes, sendo sua importancia
econdmica caracterizada pelas diversas formas de sua utilizagédo, que vao desde a
alimentacdo animal até a industria de alta tecnologia, como a producédo de filmes e
embalagens biodegradaveis. Cerca de 70% da producdo mundial de milho é
destinada a alimentacdo animal, em paises desenvolvidos. Em termos gerais,
apenas 15% de toda a producdo mundial destina-se ao consumo humano, de forma

direta ou indireta (PAES, 2006).

Normalmente os graos de milho contém cerca de 70-75% de carboidratos, 9-11% de
proteinas e 3-5% de lipideos. Mais da metade das proteinas do milho consiste da
fracdo zeina. Outra importante proteina de armazenamento é a fracdo glutelina. A
albumina e a globulina se apresentam principalmente no embrido. Estas sé&o
proteinas de boa qualidade, enquanto que a zeina € de pobre qualidade nutricional.
Portanto, apesar de conter quantidades adequadas de proteinas a qualidade
nutricional do milho é baixa, devido a que sua principal fragdo proteica € deficiente
em lisina (LYS) e triptofano (TRP) (TORO, 2006).

Proteina sdo macromoléculas resultantes da condensacdo de moléculas de a-
aminoacidos através da ligacdo peptidica. As suas moléculas contém Carbono,
Hidrogénio, Oxigénio, Nitrogénio e geralmente Enxofre. As suas macromoléculas
possuem pesos moleculares variados desde alguns milhares até varios milhdes.
Representam cerca dos 50 a 80% do peso seco da célula sendo, portanto, o
composto organico mais abundante de matéria viva (MARZZOCO; TORRES, 1999).

As zeinas, ou prolaminas, sdo proteinas de reserva compostas por Varios
polipeptideos que representam mais de 50% da massa total das proteinas presentes
no endosperma do milho (Zea mays) e que podem ser extraidas através de

solubilizagdo em meio alcoolico (FORATO et al, 2013).

Embora existam diversas versdes de como se dividem essas proteinas, atualmente

pode-se afirmar que varias fragcbes podem ser encontradas e, entre elas, as a-
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zeinas, a de maior concentracdo, compreendedo cerca de 60-70% do total desta
fracdo, as B-zeinas 10-15% e as y-zeinas 10 a 15% e as 0-zeinas cerca de 5%
(BERDEJO, 2010).

Por serem baratas, resistentes, versateis e apresentarem alta flexibilidade, as
embalagens de polimeros sintéticos como o PET, o poliestireno, o polietileno e
demais olefinas tém sido utilizadas na industria de alimentos por mais de 50 anos. A
guase totalidade desses materiais €, contudo, de descatabilidade rapida e ja ocupam
de 15 a 20% do volume do lixo urbano (FORATO et al, 2013).

Ultimamente, a crescente preocupacdo com as condi¢cdes ambientais e ecoldgicas,
além da necessidade de reduzir a dependéncia em relacéo a utilizacdo de petréleo
levou varios paises a reconhecerem a necessidade de buscar novas alternativas
ecologicamente corretas para solucionar os problemas do impacto ambiental
ocasionado pelo exagerado descarte de plasticos. Assim, pesquisadores vém
desempenhando esforcos para o desenvolvimento de materiais que possam ser
viaveis economicamente e com caracteristicas semelhantes ao ja existente
(FAKHOURI, 2009).

Desde o inicio do século XX a zeina tem sido examinada quanto ao seu potencial
para ser utilizada como material de partida para aplicacdo em materiais poliméricos.
A zeina teve sua primeira aplicacdo industrial apés 1930 e foi usada em varias areas
como manufaturas de fibras, adesivos e revestimento. Atualmente vem sendo
realizados experimentos usando a zeina como um plastico biodegravel
(CORRADINI, 2004).Uma substancia € biodegradavel se 0s microrganismos
presentes no meio ambiente forem capazes de converté-la a substancias mais
simples, existentes naturalmente em nosso meio (CANGEMI; SANTOS; NETO,
2005).

O desenvolvimento de resinas poliméricas biodegradaveis a partir da zeina tem um
grande potencial de diversificacdo de mercado para a utilizacdo da fracdo proteica
dos cereais, em especial a do milho (CORREA; FILHO, 2009). Assim, o objetivo
desta pesquisa € a preparagdo de um biofilme a base de zeina, devido & abundancia

de cereais no Brasil.
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2. CEREAIS

Cereal € qualquer fruto ou semente comestivel da familia das gramineas que pode
ser utilizado como alimento. As gramineas séo plantas herbaceas que apresentam
flores muito pequenas e frutos secos chamados grdos ou “cariopses’,
compreendendo cerca de 8000 espécies. (EMBRAPA, 2012).

Os cereais sao representados principalmente pelo arroz, trigo, milho, centeio,
cevada e aveia. Este grupo inclui os alimentos mais importantes para a alimentacao
no planeta. (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998).

O produto principal do cultivo de cereais € o grao. A importancia do gréo dos cereais
revela-se no fato que 65% da quantidade total de proteinas ingeridas em todo o
mundo veem das plantas, sendo que 47% destas sao provenientes de graos de
cereais (FIGUEIRA, 2007).

O numero de espécies de cereais utilizados na alimentacdo humana é de pelo
menos 10. O principal constituinte do grdo de cereal € o amido, seguido em
quantidade pelas proteinas que é de aproximadamente 10 a 15% do peso dos graos
(SGARBIERI, 1996).

Os cereais estdo entre as plantas cultivadas que mais contribuem para a
alimentacdo humana e animal. Em 2006, mais de 681 milh6es de hectares foram
cultivados com cereais em todo o mundo, resultando numa producdo de cerca de
2,2 bilhdes de toneladas de gréos. Trés espécies contribuiram com 89% deste total:
arroz (614 milhdes de toneladas), trigo (626 milhdes de toneladas) e milho (692
milhdes de toneladas) (FIGUEIRA, 2007).

Em termos de area, o trigo detém a primeira colocagcédo, com cerca de 223,1 milhdes
de hectares cultivados no planeta. O milho vem na segunda posi¢do, com 161,9
milnBes de hectares. A area média cultivada com arroz é de 157,4 milhdes de
hectares (DEMARCHI, 2011).
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Todos os cerais vistos sdo alimentos muitos ricos, porém sua proteina ainda tem
deficiéncia de dois aminoéacidos: a lisina e o triptofano, que sdo aminoécidos
essenciais ao nosso organismo (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998).

Conforme Millward (1999 apud Figueira., 2007, p.1).

O principal produto resultante do cultivo de cereais é o grdo. Em termos
botanicos, o grao é uma cariopse, tipo de fruto em que a parede da semente
(testa) encontra-se fundida com a parede do fruto (pericarpo). A importancia
do grdo dos cereais revela-se no fato que 65% da quantidade total de
proteinas ingeridas em todo o mundo vém das plantas, sendo que 47%

destas sao provenientes de graos de cereais.

2.1 MILHO

Os primeiros registros do cultivo de milho datam de cerca de 7.300 anos e foram
feitos em pequenas ilhas proximas ao litoral mexicano. De acordo com
pesquisadores da Universidade do Estado da Flérida, do Museu Nacional de Histéria
Nacional dos Estados Unidos, do Instituto Smithsonian, do Instituto da Republica do
Panama e da Universidade do Estado de Washington, a cultura se espalhou de
forma réapida pelo México. Do Sudoeste do pais, onde foi domesticado primeiro, 0
milho foi levado para o Sudeste mexicano e para outras regides tropicais da
América, como o Panama e a América do Sul. O milho pode ser cultivado em climas
tropicais, subtropicais e temperado, do nivel do mar a altitudes superiores a 3000
metros. O milho é o cereal mais cultivado em termos de nimero de paises (cerca de
70). (EMBRAPA, 2012).

Dentro da classificagdo botanica, o milho € uma graminea da familia Poaceae, tribo
Maydeae, género Zea e espécie Zea mays L. E taxonomicamente identificado como
Zea mays L. spp mays.(SILVA, 2009).

Os gréos do milho séo, geralmente, amarelos ou brancos, podendo apresentar

coloracdes variando desde o preto até o vermelho. O peso individual do gréo varia,
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em meédia, de 250 a 300mg e sua composicdo média em base seca é 72% de
amido, 9,5% proteinas, 9% fibra e 4% de 6leo. (EMBRAPA, 2012).

O grao do milho pode ser dividido em 3 partes: pericarpo, endosperma e gérmen.

4
. - Endosperma >
!
' +— Pericarpo ——»
Gérmen >
\_* \V\

Figura 1: Partes do grdo do milho (https://www.google.com.br 2013)

O pericarpo é a parte que recobre o grdo. Devidamente processada, ela é
empregada como ingrediente em rac¢des animais (ABIMILHO, 2013).

O endosperma pode chegar a constituir cerca de 80% do peso da semente, e possui
a funcdo de armazenar as reservas de nutrientes para a germinacao do embrido e o
estabelecimento da nova planta; € composto basicamente de amido (quase 61%),
além de outros 7% de gluten que envolve os granulos de amido e de pequena
porcentagem de gordura e demais componentes (FIGUEIRA, 2007).

O gérmen é a parte vegetativa do grao e fonte de 6leo do milho. O gérmen é um
componente importante para alimentos, produtos farmacéuticos e aplicacfes
industriais. As fracfes remanescentes do gérmen sdo processadas e podem ser

utilizadas como ingredientes em ragdes animais (ABIMILHO, 2013).

“Os Estados Unidos sado os principais produtores e consumidores. A cada ano
aumenta a utilizacdo do produto para a produgéo de etanol. A estimativa é de que a
demanda norte americana de milho para o etanol situe-se em 1/3 da sua produgéo.”
(DEMARCHI, 2011).
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O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, totalizando 53,2 milhGes de
toneladas na safra 2009/2010. A primeira ideia é o cultivo do grdo para atender ao
consumo na mesa dos brasileiros, mas essa € a parte menor da producdo. O
principal destino da safra sdo as industrias de racdes para animais (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, 2013).

Segundo CONAB (2011), “nas ultimas safras, a producao brasileira total de milho
situou-se em 54 milhdes de toneladas anuais. A safra recorde foi obtida em 2008,

guando o pais colheu 58,65 milhdes de toneladas” (tabela 1).

Safras 2008/09 a 2012/13 (milh&es de t).

Paises 2008/09 2009/10 2010/11 2011/12 2012/13 )
EUA 307,14 332,55 316,17 313,92 271,94
China 165,91 163,97 177,25 192,78 200,00
Brasil 51,00 56,10 57,40 72,73 70,00
Argentina 15,50 25,00 25,20 21,00 28,00
Outros 106,31 116,08 121,00 127,34 125,87
Mundo 799,53 821,2 830,29 877,75 839,02

(*) Estimativa para a safra de 2013

Tabela 1 - Principais produtores de milho (In: DEMARCHI 2011, p.2).

Cultivado em diferentes sistemas produtivos, o milho é plantado principalmente nas
regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul. O gréao é transformado em 6leo, farinha,
amido, margarina, xarope de glicose e flocos para cereais matinais. (MINISTERIO
DA AGRICULTURA, 2013).

O Parand é lider na producéo brasileira de milho, participando, em média, por 23%

da producao total. A producdo total tem se situado em torno de 56 milhdes de
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toneladas anuais. O Mato Grosso vem se firmando como segundo produtor nacional,
respondendo, em média, por 14% do total produzido pelo pais. Minas Gerais,
tradicional estado produtor do cereal, vem na terceira posi¢cdo, com uma participacéo
meédia de 12% do total produzido (DEMARCHI, 2011).

Conforme ja mencionado, mais da metade das proteinas do milho consiste da fragéo
zeina. Embora existam diversas versfes de como se dividem essas proteinas,
atualmente pode-se afirmar que varias fracdes podem ser encontradas e, entre elas,
as a-zeinas, a de maior concentracdo, compreendendo cerca de 60-70% do total
desta fracdo, as B-zeinas 10-15% e as y-zeinas 10 a 15% e as 0-zeinas cerca de
5% (BERDEJO, 2010).

As proteinas de reserva do milho, as zeinas, sdo consideradas nos paises
desenvolvidos, como de grande importancia industrial, sendo utilizada como matéria-
prima para a fabricacdo de filmes comestiveis destinados ao revestimento de frutas,
verduras e graos, a fim de estender a vida de prateleira desses produtos. Além
desse uso, as zeinas sdo ainda utilizadas na fabricacdo de fibras para varias
aplicacdes, no encapsulamento de sementes e ainda na fabricacdo de embalagens
biodegradaveis (PAES, 2006).

A utilizacdo de coberturas comestiveis em alguns alimentos ndo € recente e,
ultimamente, vem despertando maior interesse dos produtores, comerciantes e
consumidores, pois se trata de uma alternativa para a conservacdo dos alimentos
com apelo ecoldgico, natural e comestivel (FILHO; HONORIO; GIL, 2006).
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3. AMINOACIDOS E PROTEINAS

3.1 AMINOACIDOS

Quimicamente aminoacidos seriam todos os derivados de acidos carboxilicos nos
quais um hidrogénio estaria substituido por um grupo amino, em qualquer posi¢do
da cadeia carbbnica. Porém, todos os aminoacidos naturais ou os obtidos por
hidrolise de proteinas, tem sempre um grupo amino ou iminico adjacente ao grupo
carboxilico. (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Ligados ao carbono central (carbono alfa) estdo um grupamento carboxila, um
grupamento amina e um atomo de hidrogénio. O quarto ligante € um radical
chamado genericamente de “R”, responsavel pela diferenciagcdo entre os 20
aminoécidos, figura 2. E o radical “R” quem define uma série de caracteristicas dos
aminoacidos, tais como polaridade e grau de ionizacdo em solucdo aquosa. E o
radical “R” que permite a classificagdo dos aminoacidos de diferentes maneiras
(LEHNINGER, 2002).

(|JOO
H3N'_(|3_H
R

Figura 2 - Estrutura geral de um aminoéacido (In:
http://bioquimicaufal.blogspot.com.br 2013)

“‘Embora mais de 300 aminoacidos diferentes tenham sido descritos na natureza,
somente 20 sdo comumente encontrados como constituintes de proteinas dos
mamiferos.” (CHAMPE; HARVEY, 1996).
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Os aminoacidos essenciais, ou seja, agueles que 0 nosso organismo ndo consegue
sintetizar, por isso devem ser ingerido em nossa dieta séo eles: histidina, isoleucina,
valina, metionina, lisina, leucina, triptofano, treonina e fenilalanina, conforme a figura
3 (GONCALVES, 2013).

NHy*

H
‘\} o o
/C =

Hs HN Hy
\C/ |
H —CH3 H 2 —CHs H2 H

*HWN—C —C00" +*HyN—C—C00" ’H,N——%—COO’ *HeN l —C00" *HsN—C—C00"
H H H H
Valina T ano Treonina Metionina Lisina
(val, V) P, W) (TreouThr, T) (Met, M) (Lis ou Lys, K)

H H
Wy ?" / He? e
’ H—j" »c\N/\,Z: Hc\ﬁ|\2

2 ~—CHjy 2
"HsN l—C°°' 'HsN—%—COO' +HyN—C—C00" *HyN—C—C00"
H H H
I.oudlil Isoleucina Histidina Fenilalanina
(Ley, L) (tle, 1) (His, H) (Fen ou Phe, F)

Figura 3: Aminoéacidos Essenciais (In: BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2004, p.
48).

Os aminoacidos naturais também chamados de ndo essenciais, sdo produzidos pelo
nosso proprio organismo, sdo eles: acido aspartico, acido glutamico, alanina,
aspargina, prolina, tirosina, serina, glicina, glutamina, cisteina e arginina conforme a
figura 4 (GONGALVES, 2013).
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Figura 4 - aminoacidos nao essenciais (In: BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2004,

p. 50).

Nem todos os alimentos contém todos os aminoacidos, por isso a alimentagéo deve

ser bastante diversificada. Os alimentos mais ricos em aminoacidos essenciais sao

de origem animal: ovos, leite, carne, etc. Os vegetais ndo possuem todos

(O8]

aminoacidos essenciais, logo uma dieta vegetariana precisa ser bem diversificada

(GONCALVES, 2013).

Os aminoécidos sado representados usualmente pela projecéo de Fischer:
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TOOH COOH
H,N T H H=———C=—H,N
CHs CHj

Figura 5 - Projecao de Fischer (L-Alanina e D-Alanina) (In: GALLO, 2013)

Em cada aminoacido, com excecdo da glicina, o atomo de carbono ao qual esta
ligado o grupo amino é assimétrico, tomando possivel a existéncia de enantidbmeros,
apresentando assim atividade Optica, girando a luz polarizada para a direita
(dextrogiros) ou esquerda (Levogiros). E extremamente interessante que apenas L-
aminoécidos sejam encontrado nas proteinas (RUSSELL, 1994).

3.2 PROTEINAS

O nome proteina foi introduzido por Mulder, em 1839, que derivou 0 nome da
palavra grega proteios, que significa o primeiro. (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Proteinas sdo polimeros constituidos de alguns dos 20 diferentes aminoacidos
interligados por ligacdes peptidicas, figura 6. Sdo de alto peso molecular, com
variagdes em peso de aproximadamente 10000 a milhdes de daltons. (6 x10%
daltons = 1g) (ARAUJO, 1999).

T R
H;;I{I—C]—[—(['I'.—{}H + H—N—CH—COO™

e

el O
H;,I:I—CH—(If—N—CH—COO_

Figura 6 - Ligacéo peptidica (In:RUSSELL, 1994,p.636).
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Sado muitas as fontes, e o numero de proteinas existentes na natureza €
praticamente infinito, embora o nimero de a-aminoacidos que as constituem seja
bastante reduzido, em torno de 20. Todavia, as possibilidades de existirem proteinas
diferentes, constituidas por esse numero reduzido de aminoacidos, sdo muito
grandes, pois as proteinas sdo compostas por centenas de aminoacidos e cada um
deles pode estar presente mais de uma vez (MARZZOCO; TORRES, 1999).

As proteinas estdo presentes em todas as células vivas. Aproximadamente 50% da

massa seca de nosso corpo é proteina. (BROWN; 2005).

Todas as proteinas sdo constituidas de carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e
enxofre e apresentam composicdo muito semelhante: 50 a 55% de carbono, 6 a 8%
de hidrogénio, 20 a 24% de oxigénio, 15 a 18% de nitrogénio, de 0,2 a 0,3% de
enxofre (BOBBIO; BOBBIO, 2003).

A quase totalidade da proteina consumida pelo homem é de origem animal e vegetal
e somente pequena quantidade é proveniente das chamadas fontes néo
convencionais. (BOBBIO; BOBBIO, 1992).

3.2.1 Estrutura das Proteinas

A sequéncia de aminoacidos de uma proteina € denominada estrutura primaria,
figura 7. A compreensdo da estrutura primaria das proteinas é importante, pois
muitas doencas genéticas resultam em proteinas com sequéncia de aminoacidos
anormais. (CHAMPE; HARVEY, 1996).

' 1 ! !
> 5 :-c 3 '.c—': '.:_‘.
FHENENE BE &‘Hg"fﬁ"

Figura 7 — estrutura primaria de uma proteina (In: google imagens, 2013)
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A estrutura secundéria, figura 8, descreve as estruturas regulares bidimensionais
formadas por segmentos da cadeia polipeptidica. As organiza¢bes estruturais
estaveis sdo denominadas «-hélice e (3-pregueada. (MARZZOCO; TORRES, 1999).

Figura 8 — estrutura secundaria de uma proteina (In: google imagens, 2013)

A estrutura terciaria, figura 9, se refere a posteriores dobras e enrolamentos que as
cadeias peptidicas sofrem, resultando em uma estrutura complexa e mais compacta
para as proteinas. (BOBBIO; BOBBIO, 2003, p.108).

Ponte de
Hidrogénio

\\\\\\

Ponte de
Dissulfeto

Figura 9 — estrutura terciaria de uma proteina (In: BERG; TYMOCZKO; STRYER,
2004, p. 66).
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Muitas proteinas consistem em uma Unica cadeia polipeptidica, outras, porém,
consistem em duas ou mais cadeia polipeptidicas que podem ser idénticas ou
diferentes. O arranjo destas subunidades peptidicas é denominado estrutura
quaternaria, figura 10 (CHAMPE; HARVEY, 1996).

Cadeia Cadeia

Beta — Beta

Cadeia
Alfa

Figura 10 — estrutura quaternéaria de uma proteina (In: google imagens, 2013)

3.2.2 Classificacao das Proteinas

As proteinas devido a sua grande variedade podem ser classificadas de diversas
maneiras. As proteinas derivadas sdo aquelas derivadas da hidrélise parcial de
proteinas naturais. Essas proteinas séo produzidas durante a digestédo das proteinas
naturais do organismo. As proteinas conjugada, sdo as que por hidrolise produzem
aminoacidos e outros compostos denominados grupos prostéticos. De acordo com o
grupo prostético as heteroproteinas podem ser classificadas em: glicoproteinas, cujo
grupo prostético € um glicidio; fosfoproteinas cujo grupo prostético é o &cido
fosforico; cromo proteinas onde o grupo prostético € um pigmento; nucleoproteinas
onde 0 grupo prostético € um acido nucléico; lipoproteinas, cujo grupo prostético é
um acido graxo; lecitoproteinas onde o grupo prostético é a lecitina. Proteinas

simples: que sdo as que por hidrolise liberam apenas aminoacidos (BERG;
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TYMOCZKO; STYER, 2004). As proteinas simples podem ser classificadas de

acordo com sua solubilidade, conforme descrito na tabela 2.

Solvente Classificacao
Solucéo salina Globulina
Acido/ Base Glutamina
Agua Albuminas
Alcool Prolaminas

Tabela 2 — Solubilidade das Proteinas (In: Souza, 2010)

As proteinas, em geral, podem se apresentar sob a forma globular, com estrutura
espacial complexa, sendo a maioria solivel em agua; ou fibrosa, formadas por
longas moléculas retilineas e paralelas ao eixo da fibra, a maioria sdo insollveis em

agua (Souza, 2010).

Figura 11 — proteina globular e fibrosa (In: GALLO, 2013)
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3.3 ZEINAS

As proteinas do grdo do milho apresentam uma grande deficiéncia nutricional devido
ao seu baixo teor de triptofano e lisina. Como o milho € uma das principais fontes
protéicas da dieta humana e animal, ha grande interesse em melhorar sua qualidade
protéica. As proteinas de reserva (zeinas) representam de 75 a 80% das proteinas
deste cereal e por isso as técnicas usadas para melhorar a qualidade protéica estéo
relacionadas com a sua reducdo nos graos ou a modificacdo do conteudo de seus
aminoécidos (FORATO,et al. 1999).

A zeina € um polimero biodegradavel, e que pode ser processada em equipamentos
comuns de processamento de plasticos. Possui carater hidrofébico, mas é
considerado um polimero caro, comparado ao amido e polietilieno (CORRADINI,
2004).

Zeinas, figura 12, sdo consideradas proteinas globulares constituidas por 18
aminoacidos, sendo a porcentagem de aminoacidos apolares estimada em 64%,
suas fracfes sao classificadas de acordo com sua massa relativa (Mr) e solubilidade,

pela nomenclatura de Esen as zeinas sdo classificadas em 4 grupos: «o,(3,7 € 0

(CORRADINI, 2004).

Superficie polar

N

1o 00]

e
LEVS ['“*;—'3 )
s\

7N\

ALAY ~
CONSENSUS
HELIX
 (ENTE]

1 / aLA%

PRO4

O,

\
\ f [
\ 4

3 \\\l(‘;‘."f:f ] y /< (SER3] )

Superficie polar \
PRO14 \ [ASNE] /
2
LEU3 a0 LEUT7 /
VAT ® Superficie polar

Figura 12 — estrutura da Zeina obtido por modelagem molecular (In: FORATO,
2000, p.10).
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As zeinas o compreendem as proteinas de 19 KDa (Z19) e 22 KDa (Z 22)
constituindo de 75 a 85 % das zeinas totais. As zeinas 5 correspondem aos grupos

prostéticos de 14 a 16 KDa, representando de 10 a 15% das zeinas totais. As zeinas

v aprsenta banda de 28 KDa e é conhecida como glutelina 2. As zeinas 0

correspondem a banda de 10 KDa e representam apenas tracos de zeinas totais
(FORATO, 2000).

As prolaminas sdo as proteinas de reserva encontradas em maior quantidade no
endosperma dos cereais, o alto teor de prolina e glutamina observada nas
prolaminas foi o responsavel por sua denominacao, dada por Osbourne, em 1908.
(GASPAR, 1996). A solubilidade e a alta reatividade quimica da zeina sé&o
determinadas pela presenca de seus grupos funcionais. A zeina € insollvel em
agua, mas € soluvel em misturas de agua com alcoois alifaticos tais como
isopropanol e etanol (CORRADINI, 2004).

A sintese das zeinas no milho ocorre durante o desenvolvimento da semente, e se
inicia ao redor de 12 dias ap0s a polinizacdo, terminando com a maturidade da
semente, aproximadamente no 50° dia ap0s a polinizacao (GASPAR, 1996).
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4. REVESTIMENTOS E BIOFILMES COMESTIVEIS EM ALIMENTOS

O uso de cobertura ou embalagens comestiveis para a protecdo de alimentos é
praticado had muito tempo. Pode-se citar, por exemplo, a protecdo frente a
dessecacdo e trocas gasosas de pedacos de carne mediante recobrimento com
gordura (que se pratica na Europa desde o séculoXVI ), de alguns produtos de
confeitaria como chocolate ou de certas frutas por recobrimento com filmes de ceras
(praticado na China desde o século Xll) (RIGO, 2006). Na década de 50, a cera de
carnauba foi amplamente usada para este fim; nos anos 60, ceras e vernizes
processados a partir de gomas sollveis em &agua se tornaram populares no

revestimento de citrus e frutas em geral (ALBERTINI, 2011).

Os biofilmes séo peliculas de variadas espessuras constituidas por substancias
naturais e/ou sintéticas que se polimerizam e isolam o alimento, sem riscos a saude

do consumidor, uma vez que n&o sdo metabolizados pelo organismo (LIMA, 2011).

Filmes e revestimentos diferem em sua forma de aplicagdo: os revestimentos séo
aplicados e formados diretamente sobre o alimento, enquanto os filmes séo preé-
formados separadamente para posterior aplicacdo sobre o produto (ALBERTINI,
2011).

Filmes e revestimentos comestiveis sdo desenvolvidos para interagir favoravelmente
com os alimentos, aumentando sua vida de prateleira. A utilizacdo de revestimentos
comestiveis tem recebido a atencdo de pesquisadores e vem sendo explorada para
reduzir a predisposicdo a deterioracdo de produtos. Pesquisas sobre embalagens
tém sido enfocadas em filmes e revestimentos comestiveis a base de biopolimeros,
como lipidios, polissacarideos e proteinas, que sdo completamente biodegradados,
num periodo curto de tempo, contribuindo para a diminuicdo da poluicdo ambiental
(VILLADIEGO et al., 2004).

Os revestimentos comestiveis sobre alimentos devem apresentar certas
peculiaridades como ser invisiveis, terem aderéncia suficiente para ndo serem
facilmente removidos no manuseio e n&o introduzirem alteragées no gosto ou odores
originais (ASSIS; BRITTO; FORATO, 2009). As embalagens comestiveis sao
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consideradas como ingredientes, quando melhoram a qualidade nutricional do
produto, ou como aditivos, quando n&o incrementam o0 seu Vvalor nutricional
(VILLADIEGO et al., 2004).

Esses filmes ndo podem substituir as embalagens primarias obtidas com materiais
sintéticos para prolongar a estocagem de alimentos, sendo utilizados nestes casos
como embalagens secundarias ou terciarias (RIGO, 2006).

As carateristicas ideais de um revestimento sdo essencialmente: permeabilidade
seletiva e a formacdo de uma camada uniforme, elastica e plastificante sobre a
superficie dos alimentos. Usualmente, sdo adicionados alginato e glicerol, para
fornecerem as solugcbes dos filmes comestiveis carater viscoso e espesso
(SANTANA, 2012).

A caracteristica funcional mais importante do filme comestivel é a resisténcia a
umidade. Uma pequena perda de agua pode ser tolerada, mas aquelas
responsaveis pelo enrugamento e murchamento do alimento devem ser evitadas
(OLIVEIRA; GRDEN; RIBEIRO, 2007).

Os revestimentos e filmes comestiveis oferecem numerosas vantagens como, por
exemplo, o consumo direto com o produto, melhora das propriedades mecanicas,

organolépticas e nutricionais (RIGO, 2006).

As coberturas comestiveis podem atuar de diferentes modos: retardando a perda de
umidade, atuando como barreira fisica; protegendo o alimento do contato com o
oxigénio evitando assim, as reacfOes de oxidacdo; aportando um conservante
superficial ou uma agéo antimicrobiana (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998).

Os filmes e revestimentos comestiveis tém demonstrado ser uma técnica eficaz de
preservacdo de frutas e hortalicas para manter a aparéncia fresca, a firmeza e o

brilho, aumentando assim, o valor comercial (VILLADIEGO et al., 2004).

Dentre os reagentes mais utilizados na preparacéo de biofilmes, podem ser citados:
os lipidios (monoglicerideos acetilados, acido estearico, acido oleico, ceras e ésteres
de acido graxo), os polissacarideos (amido e seus derivados, pectina, celulose e
seus derivados, alginato e carragena) e as proteinas (gelatina, proteinas

miofibrilares, caseina, ovoalbumina, gluten de trigo e a zeina) (ALBERTINI; 2011).
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20

OH

C)

Figura 13 — Exemplos de reagentes usados na preparagéo de biofilmes. A)
Glutén de trigo. B) Estrutura da carragena. C) Estrutura do acido oleico. (In:
www.google.com, 2013)

Os filmes a base de lipidios apresentam boas propriedades de barreira ao vapor de
agua, entretanto, apresentam pouca resisténcia as propriedades mecéanicas como
forca e resisténcia (RIGO, 2006).

Os revestimentos de polissacarideos oferecem pouca barreira a perda de umidade,
(alguns podem retardar a perda da umidade); constituem boas barreiras ao oxigénio,
retardando a oxidacgéo lipidica e melhorando o sabor dos alimentos (ALBERTINI;
2011).

Os revestimentos a base de proteinas tém geralmente propriedades mecanicas e de
barreira superiores aos formados por polissacarideos, devido a estrutura das
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proteinas que sdo capazes de conferir maiores propriedades funcionais (OLIVEIRA,
GRDEN; RIBEIRO, 2007).

Filmes produzidos a partir da diluicho de zeinas puras apresentam carater
hidrofébico, o que pode ser potencialmente interessantes para aplicacbes como
revestimentos ou barreiras a umidade, ao vapor de agua, ao transporte de oxigénio,

diéxido de carbono e demais compostos volateis (FORATO et al, 2013).

A zeina do milho tem sido utilizada comercialmente como filme comestivel em varios
alimentos, devido as propriedades de adesdo de vitamina e de carreadora de
agentes microbianos (MAIA; PORTE; SOUZA, 2000).

Um estudo do efeito do filme comestivel de zeina de milho na vida de prateleira e na
qualidade de tomates, indicou que o filme afetou positivamente a troca de oxigénio
nos tomates, evidenciado pelo retardamento na mudanca de cor, perda da firmeza e
de peso durante o armazenamento, estendendo a vida de prateleira em 6 dias
(MAIA; PORTE; SOUZA, 2000).

Os filmes podem ser obtidos em laboratérios pelo método “casting”, que consiste em
espalhar a solucdo formadora do filme em uma superficie lisa e deixar secar. Na
industria, os filmes podem ser obtidos pelos mesmos métodos utilizados para
elaborar filmes plésticos flexiveis, como extrusdo e co-extrusdo para filmes
multicamadas, laminacao e, principalmente por secagem em rolos para a remocao
do solvente de solucéo polimérica (FONSECA, 2009).
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5. PRECIPITACAO E HIDROLISE DE PROTEINAS COMO TEMATICA
PARA O ENSINO DAS PROPRIEDADES E CARACTERISTICAS DAS
PROTEINAS.

Nem sempre € possivel fazer com que os alunos tenham interesse pela quimica.
Sendo assim, deve-se procurar proporcionar aulas que deem a eles um maior
interesse pela matéria, algo que chame atencéo, que desperte neles o interesse pela

guimica, facilitando assim, cada vez mais o aprendizado.

Um grande problema no ensino médio é o fato de que vérias escolas ndo possuem
laboratérios de quimica adequados para as aulas experimentais. Além disso, faltam
professores designados para tal fim, e 0 nimero de aulas semanais por turma é
pouco, sendo insuficiente inclusive para as aulas consideradas tedricas. Muitas

escolas que possuem laboratério enfrentam outro problema que é nao ter verba

suficiente para sua manutencéo (SILVA, 2011).

Cabe destacar, ainda, que a relacdo teoria-pratica e Quimica-cotidiano é
praticamente inexistente, permitindo concluir que o ensino, baseia-se, geralmente na
transmissdo de conhecimentos, sem relagdo com o cotidiano dos alunos e sem o
desenvolvimento de habilidades investigativas dos mesmos (PAZ; PACHECO,
2008).

Uma alternativa para tais problemas é a elaboracéo de roteiros de aulas préticas de
facil acesso, utilizando materiais e reagentes encontrados no dia a dia. Através de
experimentos simples, € possivel prender a atencdo dos alunos na aula, fazendo
com que eles tenham nocdo de como um quimico age no laboratério, facilitando

desta forma o entendimento da matéria.

Para iniciar o ensino deste tema, podem-se definir proteinas como polimeros cujas
unidades constituintes fundamentais sdo os aminoacidos. Os aminoacidos, por sua
vez, sdo moléculas organicas que apresentam 4 ligantes ligados ao carbono central,
sendo os ligantes: um grupo amino, um grupo carboxilico, um atomo de hidrogénio e
um radical “R”, que diferencia os aminoacidos (JUNIOR; FRANCICO, 2006).
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Através de uma tabela de amino&cidos € possivel mostrar aos alunos, de que forma
as proteinas sédo formadas e parte de sua estrutura primaria, ensinando o conceito

de ligacéo peptidica.

Através de experimentos simples como o da hidrélise e gelatinizacédo da gelatina, é
possivel trabalhar como os alunos sobre algumas das propriedades das proteinas
como: hidrolise e desnaturacao (JUNIOR; FRANCICO, 2006).

O experimento proposto segue a metodologia de (JUNIOR; FRANCICO, 2006),
consiste em dissolver 0,5 g gelatina em p6 em 2,5 mL agua colocando-os em banho-
maria para facilitar a solubilizacdo. O contetdo devera ser colocado em 9 tubos de
ensaio. Em 3 tubos de ensaio deve-se adicionar 2,5 mL de clara de ovo.

Em seguida devera ser colocar 2,5 mL dos seguintes reagentes em cada tubo de

ensaio:

» Solucdo de amaciante de carne;

* Medicamento digestivo (digeplus);

» Extrato de suco de abacaxi concentrado;
* Solucgao saturada de sal de cozinha;

« Alcool (etanol comercial 92%);

* Folha de gelatina em po;

+ Clara de ovo.

Apoés a adicdo dos reagentes, devera ser resfriado os tubos contendo gelatina em
banho de gelo. Os resultados deverao ser observados e comparados, conforme a
tabela 3.
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Substrato Reagente Resultado observado
Clara de ovo (1) Agua Nenhum
Clara de ovo (2) Etanol Precipitacéo
Clara de ovo 3) Sal de cozinha Leve Turvacéo
Gelatinaempé  (4) Agua Gelatinizacao
Gelatinaempé (5) Extrato de abacaxi Nenhum
Gelatinaem po  (6) Extrato de abacaxi fervido | Gelatinizacéo
Gelatinaempé  (7) Medicamento digestivo Nenhum
Gelatinaem pé  (8) Medicamento digestivo | Gelatinizagao
fervido
Gelatinaempo  (9) Solucdo de amaciante de | Nenhum
carne
Gelatinaem pé  (10) Solucédo de | Gelatinizagéo
amaciante de carne
fervida
Gelatinaem p6 (11) Solugéo de sal de cozinha | Leve turvacéo
Gelatinaem po (12) Etanol Precipitacéo

Tabela 3 — Resultados observados durante a realizacdo do experimento (In:
JUNIOR; FRANCICO, 2006).

A gelatina apresenta a capacidade de formar géis em temperaturas ndo muito

elevadas, pois retém as moléculas de agua. Neste experimento a gelatinizacdo foi

observada nos tubos 4, 6,8 e 10. Como nos tubos 6, 8 e 10 as enzimas presentes

foram desnaturadas pelo calor, estas perderam suas fung¢des, permitindo assim a

ocorréncia da gelatinizacéo. No tubo 4 a gelatinizagdo ocorreu devido a retencdo de

agua da gelatina em po, formando um gel. Nos tubos 5,7 e 9, ocorreu a hidrélise

enzimatica, pois as enzimas presentes na solu¢cdo de amaciante de carne, no extrato

de suco de abacaxi e no medicamento digestivo, sédo classificadas como proteases

guebrando as proteinas em fragmentos menores. Nos tubos 2 e 12 houve a
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precipitacdo das proteinas devido a adi¢cdo de etanol, este, quebrou as interacdes
fracas e fez com que as proteinas se precipitassem. Nos tubos 3 e 11 ocorreu a
solvatacé@o dos ions, provocando o efeito salting out, este faz com que as proteinas
se coagulem, devido a diminuicdo das interacdes entre as cadeias das proteinas,
deixando a solucao turva (JUNIOR; FRANCICO, 2006), (MARZZOCO; TORRES,
1999).



6. MATERIAIS E METODOS

6.1. MATERIAIS E REAGENTES

e Milho (Supermercado X de Ourinhos dia 15 out. 2013)
e Cadinho de porcelana

e Pistilo

e Soxhlet (Tecnal Sebelin TE-188)

e Balanca analitica (Marte AY 220)

e Agitador Magnético (Fisotom 713)

e Evaporador rotativo (Tecnal TE-240)
e Bomba a vacuo (Tecnal TE-058)

e Centrifuga (Tecnal)

e Bécker (100, 500 e 1000mL)

e Proveta (100 e 500 mL)

e Dessecador

e Placas de Pétri

e Hexano (Dinamica)

e Acetona (Dinamica)

e H,O destilada

37
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e Solucdo de NaCl0,5M

e Etanol 70% (V/V) (Dinamica)
e Etanol 75% (V/V) (Dinamica)
e Acido graxo oleico (Synth)

e Glicerina (Dinamica)

6.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

6.2.1 Preparacao das amostras do milho

200 gramas do gérmen de milho verde foram macerados em um cadinho de
porcelana, obtendo uma pasta, que foi enrolada em um papel filtro e pesada. Esta
pasta foi levada ao aparelho soxhlet durante 24 horas para que a amostra fosse
desengordurada, utilizando como solvente hexano. As amostras desengorduradas
foram levadas a estufa durante 30 minutos para secagem e novamente pesadas em
uma balanca analitica, resultando em uma massa de 165,3575g. A amostra
desengordurada foi colocada em um bécker onde foi adicionado 500 mL da solucdo
de NaCl 0,5 M. A mistura foi agitada em um agitador magnético por 6 horas. O
sobrenadante foi descartado e ao residuo foram adicionados 500 mL de etanol 70%.
A amostra foi entdo agitada em um agitador magnético por 24 horas. Apds este
periodo, a amostra foi filtrada e o sobrenadante colocado no evaporador rotativo,
para a extracao das proteinas (zeina). Apos a evaporacao do solvente, etanol 70%,

a massa foi medida resultando em 5,3130 gramas.

O mesmo procedimento foi realizado como gérmen e o endosperma, descartando

somente o pericarpo do milho.
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6.2.2. Preparacao do biofilme a base de zeina

Para a formacgdo dos biofilmes, foram adicionadas 5,3130g de zeina a 25 mL de
etanol 75%; e 20mL de acido graxo oleico para o aumento da opacidade, que foram
solubilizados na solucdo aquosa de etanol 75% através de agitacdo em um agitador
magneético por 10 minutos. Foram adicionados 10g de glicerina como coadjuvante do
agente plastificante. Em seguida, essa solucao foi aplicada, em placas de Pétri e o
material foi mantido a temperatura ambiente (25°C) sobre superficie nivelada

durante 48h para secagem.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho foi dividido em duas etapas: a extracdo da zeina e a obtencdo do
biofilme, sendo utilizadas metodologias de trés trabalhos. A zeina nédo foi
caracterizada, pois esta, normalmente é caracterizada através de eletroforese ou
espectrofotometria com transformada de Fourier, técnicas n&o disponiveis no

laboratoério.

Para a extracdo das proteinas do milho, dois métodos foram testados. O primeiro,
seguindo a metodologia descrita por (OTTOBONI, 1989), consistiu em separar as
fracbes proteicas do milho através de centrifugacdo e solubilizacdo destas em
diferentes solventes. Para isso as amostras foram desengorduradas utilizando como
solvente acetona e centrifugadas em etapas sucessivas a fim de precipitar as
proteinas. Porém, o resultado obtido ndo foi satisfatorio, pois precisava de uma
rotacdo maior por minuto para que as proteinas fossem precipitadas (figura 14). O
outro método seguiu a metodologia descrita por (FORATO et al, 2013). consistiu em
solubilizar as proteinas, através de agitacdo constante em um agitador magnético,
para que assim, as zeinas, que sdo solluveis em solucBes alcodlicas, fossem
separadas do solvente através da evaporacdo do mesmo (figura 15). Foram
preparadas duas amostras: uma com apenas o gérmen do milho e a outra com o
gérmen e o endosperma. A amostra que foi preparada com apenas o gérmen do
milho, apresentou um baixo rendimento de proteinas, e na preparacdo do biofilme
nao ocorreu a polimerizacéo, ficando somente pequenos fragmentos transparentes e
muito quebradico (figura 16). A amostra preparada com o gérmen e o endosperma
do milho apresentou um rendimento maior de proteinas, e o biofilme obtido através
deste método ficou com a coloracdo amarelada, camada espessa e com um aspecto

gelatinoso (figura 17).

A preparacdo do biofilme seguiu a metodologia descrita por (CORREA; FILHO,
2009), com adaptacoes.



Figura 16 — Biofilme obtido com o gérmen do milho
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Figura 17 — Biofilme obtido com o endosperma e o gérmen do milho
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8. CONCLUSAO

A metodologia utilizada inicialmente para a extracdo das proteinas do milho através
de centrifugacdo, ndo se mostrou eficiente devido a falta de uma centrifuga
adequada, poréem a metodologia utilizada para a extracdo das proteinas do milho
através de agitacao e posterior separacao pela evaporagdo do solvente mostrou ser
uma técnica eficiente. A metodologia utilizada para a preparacdo do biofilme,
também foi eficiente, resultando em um biofilme transparente, opaco e com
coloracdo amarelada, porém com aspecto gelatinoso devido a utilizacdo de placas
de Pétri de vidro, estas deveriam ser substituidas por placas de Pétri de plastico ou
por outra superficie nivelada de acrilico, pois o biopolimeros formado interagem com

a silica do vidro, deixando o biopolimeros formado com aspecto gelatinoso.

Os biopolimeros tém se mostrado uma alternativa promissora para o futuro, uma vez
que apresentam caracteristicas semelhantes aos polimeros sintéticos, mas com
inUmeras vantagens como, menor tempo de degradacdo, matéria prima obtida de

fontes renovaveis e menores impactos ambientais.
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