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RESUMO

Desde os tempos mais antigos o cabelo é um elemento essencial da personalidade humana.
N&o apresenta importancia vital, porém protege nossa cabeca do frio e dos raios
ultravioletas, além de ter uma importante funcdo social, pois € um importante item para
aceitacdo em grupos sociais. O cabelo é composto por proteinas, agua, lipidios e minerais,
possuindo como maior constituinte a queratina, que € uma proteina fibrosa, e que apresenta
caracteristicas de insolubilidade em &gua, flexibilidade e alta resisténcia mecanica,
principalmente devido a presenca da cisteina, um aminoacido capaz de fazer fortes ligacdes
dissulfeto, devido a presenga do elemento enxofre na molécula. As mesmas caracteristicas
naturais da queratina sdo desejadas em materiais sintéticos como os plasticos e biofilmes,
estes por sua vez tem a producéo crescendo a cada ano, apesar do prec¢o ainda ser elevado
guando comparado com o0s polimeros obtidos a partir do petréleo, o consumo elevado
destes materiais tem preocupado os ambientalistas, devido ao tempo de decomposicéo
desses materiais. Assim, este trabalho teve por objetivo a extracdo de queratina do cabelo
utilizando solucéo de Tris-HCI (pH 8,5), tioureia, ureia, e 2-mercaptoetanol, através de 20mg
da amostra em 5 mL de solucdo extratora durante 2,5 h & 50°C com posterior filtragem
utilizando peneira de 100 mesh. O filtrado entéo foi utilizado para quantificacado de queratina
pelo método de Bradford, com leitura em espectrofotdbmetro a 595 nm e determinacéo da
concentracdo de proteina total por curva analitica de albumina de soro bovino (BSA) e
elaboracao de biofilmes. Os filmes foram obtidos pelo método de casting, onde 10 mL de
solucao de queratina foram preparadas com a adicdo de quantias variaveis de 0,00 a 0,30
g de glicerol/g de queratina (com variacdes de 0,10), posteriormente aguecidas em estufa
de ar forcado a 40°C por 3 horas para evaporacao de compostos volateis presentes na
solucdo extratora, seguidas de aquecimento a 120°C por 1 hora. Os valores médios
extraidos das amostras foram de 479,76 ug de proteina/ mg de cabelo nas amostras ou de
9,60 mg de proteina/ mL de solucédo, sendo estes valores bons aos comparados na
literatura. Com os resultados apresentados é possivel concluir que a extracdo de queratina
de uma maneira mais simples, sem utilizacdo da didlise foi atingida, conseguindo valores
préximos a 46% do total de proteina no cabelo. Porém, para obtencao dos biofilmes, torna-
se necessaria a aplicacdo de métodos mais elaborados como a dialise, que concentra a
gueratina e elimina o 2-mercaptoetanol e outros compostos utilizados na extracdo da
proteina, tornando possivel assim a elaboracdo dos biofilmes.

Palavras-chave: Cabelo; Queratina, Biofilme.



ABSTRACT

Since the earliest times the hair is an essential element of the human personality. It is not
vitally important, but it protects our head from cold and ultraviolet rays, as well as having an
important social function, since it is an important item for acceptance in social groups. Hair
is composed of proteins, water, lipids and minerals, having keratin, which is a fibrous protein,
and has water insolubility, flexibility and high mechanical resistance, mainly due to the
presence of cysteine, an amino acid capable of making strong disulfide bonds, due to the
presence of the sulfur element in the molecule. The same natural characteristics of keratin
are desired in synthetic materials such as plastics and biofilms, these in turn have the
production growing every year, although the price is still high when compared to polymers
obtained from petroleum, the high consumption of these materials has worried
environmentalists, due to the time of decomposition of these materials. The aim of this study
was to extract keratin from the hair using Tris-HCI (pH 8.5), thiourea, urea, and 2-
mercaptoethanol solution through 20mg of the sample in 5 mL of extractive solution for 2.5
h at 50 ° C with subsequent filtration using a 100 mesh screen. The filtrate was then used
for quantification of keratin by the Bradford method, with a spectrophotometer reading at
595 nm and determination of the total protein concentration by analytical curve of bovine
serum albumin (BSA) and preparation of biofilms. The films were obtained by the casting
method, where 10 mL of keratin solution were prepared with the addition of varying amounts
of 0.00 to 0.30 g of glycerol / g of keratin (with variations of 0.10), subsequently heated in a
forced air oven at 40 ° C for 3 hours for the evaporation of volatile compounds present in
the extractive solution, followed by heating at 120 ° C for 1 hour. The mean values extracted
from the samples were 479.76 Aug of protein / mg of hair in the samples or 9.60 mg of
protein / mL of solution, and these values were good compared to the literature. With the
results presented, it is possible to conclude that the extraction of keratin in a simpler way
without the use of dialysis was achieved, reaching values close to 46% of the total protein
in the hair. However, in order to obtain biofilms, it is necessary to apply more elaborate
methods such as dialysis, which concentrates the keratin and eliminates the 2-
mercaptoethanol and other compounds used in the extraction of the protein, thus making
possible the preparation of biofilms.

Keywords: Hair, Keratin, biopolymer.
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1. INTRODUCAO

Desde os tempos mais antigos os cabelos sdo elementos fundamentais da personalidade
humana. Eles representam um meio de expressado e podem revelar até mesmo aquilo que
as vezes queremos esconder, como a nossa idade por exemplo. O cabelo humano é
composto aproximadamente de 65-95% proteina (principalmente queratina), 15-35% agua,
e 1-9% lipidios e o conteudo mineral é 0,25-0,95% (HARKEY, 1993).

A queratina € uma proteina fibrosa, que apresenta propriedades de resisténcia e/ou
flexibilidade as estruturas nas quais estdo presentes. Todas as proteinas fibrosas séo
insoliveis em agua. Esta propriedade é devido a elevada concentracdo de aminoacidos
hidrofébicos tanto na superficie quanto no interior da proteina (NELSON; COX. 2002). As
proteinas organizam as cadeias de polipeptidios fortemente associadas entre si em
estruturas paralelas, formando uma matriz continua ap6s a secagem. Devido as
caracteristicas da queratina de resisténcia e flexibilidade, também funcdes estruturais e
mecanicas, surge a possibilidade de transforma-las em materiais com essas caracteristicas,
como plésticos ou filmes (MOORE et al, 2006).

Os pléasticos convencionais sdo produzidos principalmente a partir do petréleo, porém estes
demoram muito para se decompor, causando grande impacto ambiental. Assim com a
necessidade de reducdo dos mesmos, surgiram os bioplasticos, que se decompdem com
maior facilidade, e ainda reutilizam outros dejetos que seriam problema para 0 meio
ambiente (OLIVEIRA, 2014).

Os filmes biodegradaveis proporcionam vantagens ecoldgicas sob as embalagens
poliméricas convencionais, devido a sua facilidade em se decompor. Filmes a base de
proteinas tém sido usados como protetores de medicamentos na industria farmacéutica
como capsulas de gelatina, revestimento de salsichas e aplicacbes em embalagens
descartaveis (MOORE et al, 2006).

Com os conhecimentos obtidos ao longo do tempo sabe-se que o cabelo apds ser cortado
nao se decompde e que ndo existe uma destinacéo correta para eles, o que pode causar
futuramente um problema ambiental, portanto, o presente trabalho tem como objetivo extrair

de maneira simples a queratina do cabelo e produzir um biofilme a partir dessa queratina.
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2. OCABELO

N&o sabe-se ao certo a origem do homem, se foi criado por Deus, ou se de acordo com o
Darwinismo evoluimos e nos adaptamos a partir dos nossos descendentes primatas, mas
fato € que seja qual for a origem, os cabelos sempre estiveram presentes na humanidade.
Este desempenha funcdes importantes na vida social, como na estética humana e na
diferenciacdo pessoal, de acordo com as coloracfes, cortes e penteados. Os cabelos sdo
da maior importancia para povos de diferentes regides e épocas estando associado a
seducao, a religido, a virilidade, sabedoria e até humilhacao (SOUZA, 2009).

O cabelo no couro cabeludo, apesar de ndo desempenhar uma funcéao vital, possui varias
funcdes como: proteger a cabeca da perda de calor, de traumatismos e ainda das
agressodes do sol (MARIEB & HOEHN, 2007)

Desde a antiguidade os cabelos representam um item fundamental da personalidade
humana, da beleza, da seducéo e, as vezes, até simbolo do poder e da for¢a. Ainda hoje,
permanece um profundo valor simbdlico, como resisténcia e preservacdo de cultura
(SANTOS; CONCEICAOQ; BRITO, 2012).

A importancia social do cabelo esta associada aos grupos sociais no qual o individuo se
encaixa ou é aceito e, muitas vezes, o cabelo é fundamental para essa integracdo, como
por exemplo, os artistas do Hard Rock ndo possuem uma vestimenta e um visual muito bem
definido, mas tatuagens e cabelos cumpridos sdo tracos caracteristicos, que sao adotados
também pelos fds. Exemplos claros de bandas de hard rock internacionais séo Guns
n'Roses, Van Halen e Bon Jovi (GRANDE, 2006).
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3. ESTRUTURA DO CABELO

A fibra capilar apresenta-se estruturalmente dividida em cuticula, cértex, complexo da
membrana celular e eventualmente medula, pois esta pode estar ausente em pacientes

idosos, a estrutura pode ser observada na figura 1.

Medlula

Pigmento (melanina)

Figura 1. Estrutura da fibra capilar: (In: AGUIAR, cabeleirafeminina.blogspot.com.br, 2013).

3.1. CUTICULA

A cuticula (figura 2) é constituida por material proteico e amorfo, é a parte mais externa do
cabelo que se constitui de células mortas achatadas sobrepostas, tais células séo
denominadas escamas e formam de cinco a dez camadas, cada uma com 350-450 nm de
espessura. Cada célula é revestida por uma membrana externa denominada epicuticula,
rica em acidos graxos e cistina (aminoacido que compdem a queratina e possui grande
guantidade de enxofre). A estrutura celular da cuticula € composta por trés grandes
camadas:

e Camada-A externa que € um componente do alto teor de cistina (~ 30%) e localizada
no aspecto externo de cada célula, é altamente reticulada, o que proporciona a esta
camada consideravel resisténcia mecanica e resiliéncia quimica.

e A exocuticula € uma fina camada de material que € conhecida como camada interna
gue é imediatamente adjacente a camada A, possuindo uma quantidade menor de

cistina, mas ainda é sendo considerado um bom teor de cistina (~ 15%).
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e A endocuticula interna, que possui a menor concentracdo em cistina (~ 3%) podendo
até ser desprovida (ABRAHAM et al, 2009; BHUSHAN, 2010).
A cuticula tem a funcéo de proteger as células do cortex, pelas propriedades superficiais
(brilho e atrito) além de regular a entrada e saida de agua (CUELHO; BONILHA; CANTO;
2013).

Figura 2: Cuticula do cabelo: (In: <https://naturalmentebonita.bioextratus.com.br>, 2014).

3.2. COMPLEXO DA MEMBRANA CELULAR (CMC)

O complexo da membrana celular (figura 3) separa cada célula cuticular das adjacentes e
também estd possivelmente envolvido com as propriedades mecéanicas da fibra,
constituidas por duas camadas membranosas lipoprotéicas, os lipideos estruturais do
complexo da membrana celular, associados a uma matriz proteindcea, dos quais néo
somente asseguram a conexao entre os componentes do cabelo como também formam

uma barreira contra certos processamentos quimicos e fisicos (WAGNER, 2006).


https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjQhbrApYXXAhVCEpAKHaChDgEQjRwIBw&url=https://naturalmentebonita.bioextratus.com.br/3572/&psig=AOvVaw22VWC4Wqkq_nDN9ORz8bl3&ust=1508798176705260
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Epicuticula
a-Exocuticula

B—Exocuticula

Endocuticula

Cimento intercelular
CcMC

Figura 3: Complexo da membrana celular (CMC): (In: PINHEIRO et al, 2011).

3.3. CORTEX

De acordo com Wagner (2006) o coértex é o principal constituinte em massa da fibra capilar
(cerca de 88 %) e é responsavel pelas propriedades mecanicas da fibra. E formado,
essencialmente, por queratina cristalina inserida em uma matriz de queratina amorfa.
Geralmente, as células corticais do cabelo contém os granulos de melanina dispersos,
responsaveis pela coloracdo do cabelo e os remanescentes nucleares (derivados da
extincdo do nucleo celular no processo de fibrilacdo da célula epitelial, que da origem as
estruturas capilares).

Cada fibra se apresenta como uma macrofibrila, que se dispde na forma espiral (um feixe
de “cabos torcidos”), sdo 0os maiores constituintes do cortex, é nessa parte do fio que sao
encontrados também os pigmentos de melanina.

As macrofibrilas contém as microfibrilas, que, por sua vez, contém as protofibrilas. Estas
Ultimas sdo compostas por cadeias polipeptidicas em formato de a-hélice composta por
quatro cadeias polipeptidicas. A estrutura € mantida por ligacdes intermoleculares. Estas
ligacbes sdo variadas: como as pontes de hidrogénio, as ligagBes ibnicas e pontes
dissulfeto. Tais ligagbes quimicas quando rompidas, em carater permanente ou temporario,
possibilitam a mudanca na forma fisica do pelo (CARVALHO et al, 2005; WAGNER, 2006;
ABRAHAM et al, 2009). As estruturas formadoras da fibra capilar podem ser observadas
na figura 4.
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FIBRAS DO CORTEX CAMADAS DA CUTICULA

Figura 4: Fibras do cortex e seus constituintes: (In: COUTO, <http://elisoncouto.blogspot.com.br>, 2010).

3.4. MEDULA

No centro da haste, estd a medula (figura 5). A sua funcdo tem sido estudada, porém esta
regido ndo tem participacdo conhecida em processos estéticos. Sabe-se, que, em pacientes
idosos, as células da medula aparecem mais desidratadas ou com espacos cheios de ar,
gue substituem o local da medula (ABRAHAM et al, 2009).

medula

Figura 5. Medula: (In: CINTRA FASHION HAIR, 2012).


https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjKq9qasP_WAhVCh5AKHY_BDtkQjRwIBw&url=http://cintrafashionhair.com/aprendendo-um-pouco-mais-de-cabelo/&psig=AOvVaw0I4YNsoC4UdZ9cPVLU5TuV&ust=1508593845391200

19

4. COMPOSICAO QUIMICA DO CABELO

O cabelo é composto quimicamente por: Carbono - 45%; Hidrogénio - 6%; Oxigénio - 27%;
Nitrogénio - 15%; Enxofre - 5% e 2% de outros elementos como cobre, ferro, iodo, zinco
dispostos na forma de proteina, mais especificamente a queratina, lipidios e agua (SOUZA
& SIMOES, 2008; MELLO, 2010).

4.1. PROTEINAS

As proteinas sdo macromoléculas de alto peso molecular formadas da condensacéo de
aminoacidos, unidos através de ligacao peptidica (figura 6). A principal proteina encontrada
no cabelo é queratina que apresenta cerca de 18 aminoacidos, principalmente a cisteina
gue é rica em enxofre, formando as fortes pontes dissulfeto, essas ligacées proporcionam

forca, durabilidade e resisténcia a haste capilar (MELLO, 2010).

R! H R

o |
HeN—CH—C—OH + H—N—CH—COO0"

1.0 = » H.O
v BT
Hsﬁ'—(‘H—(F—N——(‘H—(‘()()
0

Figura 6. Representacdo da ligagédo peptidica unindo a extremidade carboxila-terminal de um aminoéacido
com uma extremidade amino-inicial de outro aminoacido: (In: COX; NELSON, 2002, p. 97).

4.2. LIPIDIOS

Os lipidios representam cerca de 3% da composicdo do cabelo. Eles sdo produzidos no
bulbo capilar e formados a partir de acidos graxos, esteroides e ceramida. Podem ser
encontrados essencialmente no cimento intercelular do cortex e na cuticula. Tem a funcao

de gerar impermeabilidade, garantindo a coesao da fibra capilar. A mistura de lipidios


https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwia-aKMzITXAhUBNZAKHRpjC0cQjRwIBw&url=http://sciencenightclub.blogspot.com/2010/03/ligacao-peptidica.html&psig=AOvVaw0oE6bl90cQVw49HVtyBp9P&ust=1508774201480597
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produzidos pela glandula sebacea forma um filme na superficie da pele e lubrifica o fio de
cabelo, preservando o seu brilho e flexibilidade (CARVALHO et al, 2005).

4.3. AGUA E ELEMENTOS TRACOS

A 4gua constitui, em condi¢des normais 12 a 15% da composi¢ado do cabelo. As proteinas
tém afinidade pela 4gua e é essencial para a préopria estabilizacdo. A absor¢cdo de agua
afeta as propriedades fisicas do cabelo e causa uma alteracdo na arquitetura do cabelo.
Alguns dos outros elementos sdo provenientes do ambiente e estdo presentes em
pequenas quantidades, possibilitando que o cabelo sirva de indicador de poluicdo do
ambiente. Outros elementos vém diretamente do organismo. Como a raiz do cabelo possui
uma boa irrigacdo sanguinea, substancias trazidas pelo sangue podem ser incorporadas
no cabelo durante sua formacao, também permitindo que o cabelo sirva de indicador do
uso de drogas por exemplo (CARVALHO et al, 2005; MELLO, 2010; MOELLER, FEY,
SACHS, 1993).

4.4. PIGMENTOS

A cor do cabelo é determinada por um pigmento chamado melanina, um polimero de alto
peso molecular, insolivel em agua, que apresenta baixa reatividade quimica e sé pode ser
alterada por processos com alta concentracao de alcalis ou de oxidacdo. A melanina além
de dar cor também protege a cabeca dos raios solares (POZEBON, DRESSLER, CURTIUS,
1999). A melanina é formada a partir da oxidacdo da tirosina e a coloracdo do cabelo
depende da quantidade de dois tipos de melanina (figura 7): a feomelanina (figura 8a) que
€ encontrada em cabelos louros e ruivos e a eumelanina (figura 8b) que fornece coloracao
morrom e preto (BOLDUC & SHAPIRO, 2001).
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Figura 7. Formagdo do monémero da melanina: (In: MARAN, 2009).
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Figura 8. (a) Estrutura do monémero da Feomelanina. (b) Estrutura do mondémero da Eumelanina: (In:

SOLANO, 2014).
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5.  QUERATINA

De acordo com Harkey (1993) o cabelo humano é composto por variagcdes de 65-95%
proteina, 15-35% de agua, e 1-9% de lipidios e conteudo mineral de 0,25-0,95%, sendo
composto de estruturas cilindricas ou veios constituidos de células firmemente
compactadas, contendo uma familia de proteinas ricas em enxofre chamada queratina (da
palavra grega, keras que significa chifre).

Queratinas sdo proteinas estruturais fibrosas e insollveis em 4gua que se encontram em
tecidos epidérmicos sendo encontradas em animais: nas penas, 1, escamas, pelos, cascos
e unhas e em humanos: nos pelos, cabelos, unhas e pele.(MOTHE et al, 2014).

O fragmento de queratina | pode ser observado na figura 9, esse fragmento corresponde a
gueratina que € encontrada em humanos, ovinos e ratos, esta possui formula molecular
Ca7H77N13015 e apresenta peso molecular 1064,209 g/mol (NATIONAL CENTER OF
BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2017).

Figura 9. Fragmento de queratina tipo | [Homo sapiens]/[Ovis aries]/[Rattus norvegicus]: (In:
<https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov>).
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7

O enxofre é o elemeno mais caracteristico de uma queratina, pois estd presente em
guantidade muito superior comparado a outras moléculas organicas. Ele se encontra
presente na forma de cisteina e cistina (Figura 10), responsavel pela formacdo das pontes
dissulfidicas, que tornam a estrutura mais compacta devido a forca deste tipo de ligacao,
auxiliadas por pontes de hidrogénio geram uma maior estabillidade estrutural da proteina
(WINTER, 2011).
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Figura 10. Cisteina e Cistina: (In: FERNANDES, 2012)

As queratinas podem ser classificadas em “hard” (rigidas) ou “soft” (flexiveis). Esta
classificacdo é baseada na quantidade de cisteina e cistina que estdo presentes em
maiores quantidades nas rigidas e em menores quantidades as flexiveis, sendo o cabelo
compostos pelas queratinas rigidas.(GALVAQ, 2011 apud PARRY, 1998; SCHROOYEN et
al., 2000).

Os tipos de cabelos podem ser divididos em trés grandes grupos: caucasianos, orientais e
afro-americanos (fugura 11). A distincéo se da pela diferenca na elipticidade do formato do

cabelo (NAKANO, 2006). As caracteristicas das diferentes racas estdo representadas na

tabela 1.

Caucasiano Oriental Crespo

Figura 11. Representacéo das secgbes transversais dos diferentes tipos de cabelo - O contorno em
preto representa a queratinizacdo da camada cuticular (In: NAKANO, 2006).



Caracteristicas Raca
Asiatico Caucasiana Aficano
Espessura Grosso Fino Grosso
: : Ondulado a
Curvatura Liso a ondulado Liso a ondulado
enovelado
Forma Redondo a levente Redondo a Levemente oval a
oval levemente oval eliptico
Cor Castanho escuroa Loiro a castanho Castanho escuro
preto amarronzado escuro a preto
Média de diametro
95 70 90
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(microns)

Tabela 1. Caracteristicas raciais dos cabelos: (In: NAKANO,2006 apud SWIFT, 1997, p. 4).

A queratina, € resistente ao ataque de muitas enzimas proteoliticas. A integridade desta
proteina é devido as ligacdes (ou pontes) dissulfeto nas moléculas de cistina. Devido a isso
o cabelo e o esqueleto perduram por muito tempo mesmo apds a morte. A destruicdo pode
ocorrer devido a fendmenos fisicos ou dano microbiano: Streptomyces spp. catalisa a
decomposi¢cédo (CHEMELLO, 2006).

Devido as queratinas terem essencialmente fun¢cdes mecéanicas e estruturais muitas
aplicacoes sao relacionadas a materiais em que possuam boa resisténcia mecanica, como
filmes plasticos. Pensando na dificuldade de decomposicéo e que o cabelo é uma matéria
prima renovavel, extremamente abundante, pois nao é reaproveitado pds corte, a queratina
extraida pode ser empregada a produtos cosméticos ou a elaboracéo de biofilmes. Devido
a grande disponibilidade, a dificuldade de se decompor, e o descarte em lixo comum, iSSO
pode trazer alguns danos a natureza, portanto o trabalho € uma alternativa para um futuro

problema ambiental.
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6. BIOFILMES

Filmes biodegradaveis sdo adquiridos a partir de materiais biolégicos, sua funcao € agir
como barreira a elementos externos, proteger os produtos embalados de danos fisicos e
biolégicos, além de impedir a volatilizacdo de compostos e a perda ou o ganho de umidade,
aumentando a vida til do produto (ZAVAREZE et al, 2012).

O mercado dos biopolimeros, em 2002 era da ordem de 60.000 toneladas, com preco de
comercializacdo de US$ 4/kg. Este mercado tem taxa de crescimento acima de 20% ao ano
e custos de producédo decrescente para cerca de US$ 2/kg. O maior obstaculo para a
insercéo no mercado € o pre¢o de venda do produto, apontando-se um preco teto de cerca
de US$ 2/kg, ou seja, cerca de até 50% superior aos precos de comercializacdo das resinas
sintéticas mais comuns (polietileno - PE e polietileno tereftalato - PET) (BORSCHIVER,;
ALMEIDA; ROITMAN, 2008).

Apesar dessas dificuldades, em 2008 este segmento movimentou US$ 25.6 bilhdes
mundialmente, tendo a seguinte distribuicdo: 43% nos USA, 33% na Europa, 3% na Asia
(Pacifico), 2% no Brasil e 19% no restante do mundo. Em 2012, atingiu a cifra de US$ 44
bilhes, as previsdes sao de que até o fim de 2017 atinja o total de 88,4 bilhdes de dolares
(PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

De acordo com MARTELLI (2005) apud OBEY et al (1989) polimeros biodegradaveis sao
polimeros naturais ou sintéticos que ap6s o descarte sofrem degradacdo pela acdo
especifica de um ou mais componentes do meio ambiente, fungos e bactérias, tornando-os
soltveis em agua.

Durante muito tempo, ndo foi dada a devida atencéo aos problemas ambientais do descarte
das embalagens de plastico convencional, que tinham o destino usual do lixo doméstico,
consequentemente 0s aterros sanitarios. Percebeu-se que, os plasticos em geral,
permanecem muito tempo no ambiente e ainda conservam suas propriedades fisicas por
milhares de anos (JURAS, 2013).

O desenvolvimento de materiais biodegradaveis tem como finalidade produtos que
apresentem um tempo de degradacdo ndo muito distante dos materiais naturais e cujos
residuos sejam compativeis com o meio ambiente (MENDES, 2009).

S&o muitos os biofilmes produzidos, dentre eles pode-se ressaltar o trabalho de Oliveira

(2014), que desenvolveu biofilmes a base de amido de mandioca e de milho, utilizando o
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glicerol como plastificante, constatando um melhor resultado com o amido de mandioca. Ja
Franco, Faria e Bilck (2015) elaboraram um biofilme com diferentes concentracdes de
amido, fibra de cana-de-acucar, e sorbato de potassio como conservante, para utilizacao
em massa de pastel, concluindo que filmes com mais de 10% de fibras, se tornam
quebradicos, porém com valores abaixo de 10% tornam-se higroscopicos.

Correia e Filho (2009) elaboraram biofilmes a partir da zeina, a proteina do milho, acido
graxo oleico e plastificante, resultando em um biofilme transparente e pouco hidrofilico.
Martelli (2005) obteve filmes a partir de queratina extraida de penas de frango, e constatou
gue esses filmes podem ser obtidos com diferentes caracteristicas, dependendo dos
aditivos fornecidos em sua preparacédo. E Reichl, Borelli e Geerling (2011), obtiveram filmes
de queratina extraida de cabelo humano, este biofilme foi submetido ao processo de cura
(utilizacdo de altas temperaturas), para formar ligacdes dissulfeto estaveis, este
biopolimero foi aplicado na reconstrucéo das células ocular.

Fujii (2012) explana que os filmes de queratina sao formados através da solubilizacédo das
proteinas formando uma solucdo de proteina pouca degradada, que a queratina do cabelo
contém filamentos intermediarios com diametro de cerca de 10 nm e a formacao da pelicula
protéica é devida as propriedades dessas proteinas, tais como auto-montagem,
autoagregacao, interacdo polidcido-polibase e atividades de reticulacdo, demonstradas em
seus estudos.
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7. TESTE DE BIURETO EM ALIMENTOS: UMA ALTERNATIVA
PARA O ENSINO DE PROTEINAS

Um dos grandes desafios para todos os professores, inclusive os de quimica, tem sido
transpor, de forma adequada, os conteudos escolares propostos. A contextualizacdo no
ensino e a utilizacdo de atividades relacionadas ao cotidiano tem potencial para provocar a
adesdo tao esperada e necessaria dos alunos (PAZINATO; BRAIZANTE, 2014).

Segundo os PCNs (Parametros Curriculares Nacionais) (1997): “Se a escola pretende estar
em consonancia com as demandas atuais da sociedade, é necesséario que trate de
guestdes que interferem na vida dos alunos e com as quais se veem confrontados no seu
dia-a-dia”.

Além disso o PCNEM (Parametros Curriculares Nacionais para o Ensino Médio) (2000)
ressalta: ” A experimentagao permite ainda ao aluno a tomada de dados significativos, com
as quais possa verificar ou propor hipéteses explicativas e, preferencialmente, fazer
previsdes sobre outras experiéncias nao realizadas. “

Seguindo as orientacdes de tratar de assuntos do cotidiano e utilizar da experimentacao
como ferramenta para o ensino de quimica, além da interdisciplinaridade, sugere-se a
atividade do teste de biureto em alimentos, que baseia-se em uma técnica simples capaz

de identificar a presenca de proteinas em solucdes.

7.1. PARTE EXPERIMENTAL

7.1.1. Materiais e Reagentes

e Alimentos (Industrializados ou naturais);
e Pipeta de pasteur ou conta gotas;

e Hidréxido de sédio;

e Sulfato de cobre 0,5%;

e Agua destilada;
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7.1.2. METODO

Seguindo a metodologia de Almeida et al (2013) a primeira etapa consiste em pedir para
gue os alunos tragam de suas casas uma porcao de algum alimento que eles desejam
saber se tem proteina. E posteriormente realizar o teste, que é bem simples e pode até ser
feito na propria sala, deve-se colocar uma pequena porcédo dos alimentos analisados e
cerca de 3 ml de agua destilada. Posteriormente, cinco gotas de hidroxido de sédio e cinco
e gotas de sulfato de cobre a 0,5%. O resultado positivo indica cor violeta e 0 negativo
coloracéo azul.

A reacao do biureto detecta a presenca de ligages peptidicas. O biureto (Figura 12) é uma
pequena molécula que apresenta uma ligacao peptidica, este tipo de reacdo também
acontece com peptideos que contenham no minimo duas ligacdes peptidicas e com
proteinas em geral, portanto quando solucdes alcalinas que contenham proteinas se
encontram em presenca de sulfato de cobre (CUSO4) (Figura 13), apresentam coloracao
violeta. Esse fendmeno deve-se a formagdo de um complexo entre o ion Cu?* e os a&tomos

de nitrogénio presentes na molécula da proteina (ALMEIDA et al, 2013).

O 0 e 0
I ] I I
HN—C—NH, + HN—C—NH —> HN—C—NH—-C—NH + NE

Uréia Uréia Biureto Amdnia

Figura 12. Formacéo do biureto. (In: www.fcfar.unesp.br)

o o
HN: NH
R R
0= s =0
HN INH
= R
- H

Figura 13. Representacdo da interacdo entre o ion cuprico e as cadeias proteicas: (In: ALMEIDA et al,
2013, p. 38)
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MATERIAIS E METODOS

8.1. MATERIAIS

8.2.

Bécker;

Tubo de ensaio;

Poténciometro;

Baldo Volumeétrico;

Banho Maria;

Agitador magnético com aquecimento;

Malha de nylon 200 mesh;

REAGENTES

Reagente Bradford,
Gliceral;

Solucdo tampédo (Tris-HCI pH 8,5 25 mM, tiourea 2.6 M, uréia 5 M, e 2-

mercaptoetanol 5%).

8.3. METODOS

8.3

.1. Amostras

As amostras de cabelos foram coletadas no mesmo dia, na cidade de Assis — Sdo Paulo,

em um saldo comercial, sendo estes selecionados, antes de cairem ao chao, com a ajuda

de uma lona colocada abaixo da cadeira do cliente (masculino). Os cabelos podem ser

observados na figura 14.
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Figura 14. Cabelos coletados

8.3.2. Extragao da queratina

Para a extracdo de queratina utilizou-se uma solucdo de Tris-HCI- tris(hidroximetil)
aminometano hidrocloridrico - (pH 8,5), tioureia, ureia, e 2-mercaptoetanol. As amostras de
cabelo integros foram preparadas com trés lavagens, utilizando agua destilada, em seguida
pesou-se 20mg da amostra, sendo imersas em 5 mL de solucao extratora durante 2,5 h a
50°C (Figura 15). Posteriormente foram filtradas através de uma peneira de 100 mesh. O
filtrado entdo foi utilizado para quantificacao e elaboracao dos filmes. As extragcdes foram

realizadas em triplicata.

Figura 15. Amostras em banho maria.
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8.3.3. Quantificagdo da queratina

A quantificacdo de queratina foi determinada pelo método de Bradford, que consiste na
adicdo do reagente de Bradford nas amostras. Apds cinco minutos, faz-se a leitura em
espectrofotometro a 595 nm. A determinacdo da concentracédo foi feita por curva analitica
de albumina de soro bovino (BSA) como padréo de proteina total, com variacdes de 0,03 a
1 mg/mL. As amostras submetidas a leitura podem ser observadas na figura 16.

Figura 16. Amostras com o reagente de Bradford prontas para leitura.

8.3.4. Elaboracéo dos filmes

Os filmes foram obtidos pelo método de casting (consiste no derramamento da solucéao
filmogénica sobre determinada superficie com posterior secagem). Para o preparo da
solucéo filmogénica, 10 mL de solugéo de queratina foram preparadas com a adicao de
guantias variaveis de 0,00 a 0,30 g de glicerol/g de queratina (com variagbes de 0,10).
Todas as solugbes foram mantidas sob uma breve agitacdo mecéanica, para promover a
homogeneizacdo na mistura, levadas a estufa de ar forcado a 40°C por 3 horas para
evaporacao de compostos volateis presentes na solucdo extratora, seguindo metodologias
adaptadas de Moore et al (2006) e Fujii (2012), seguidas de aquecimento a 120°C por 1
hora.
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9. RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1. QUANTIFICACAO

A quantificac@o pelo método de Bradford, com curva elaborada utilizando albumina bovina
padréao (BSA) (Figura 17) determinou a quantidade de proteinas totais presentes na solucéo,
descrevendo a equacao da reta e apresentando o coeficiente de determinacdo (R2). Os
resultados das extragcbes em mg de proteina por mg de solucdo estdo demonstrados na
figura 18. Os resultados obtidos foram convertidos para ug de proteina por mg de cabelo
(figura 19) que comparado ao trabalho de Han et al (2007), que extraiu queratina de cabelo
utilizando trés diferentes métodos, o que obteve melhor resultado serviu de base para
realizacéo deste trabalho, que utilizou a metodologia adaptada sem dialisar a solucéo.

Os valores de queratina obtidos, em média 479,76 ug de proteinas/mg de cabelo
(aproximadamente 46%), foram superiores aos dos obtidos por Han et al (2007), que
obtiveram em média 247,2 ug de proteina/mg de cabelo, ou seja, aproximadamente 23,5%.

0,2

y =0,0308x - 0,0092
0,18 R*=0,9993

0,16

0,14
0,12

0,1 Sériel

0,08 —— Linear (Sériel)

0,06
0,04

0,02

0,03 0,06 0,13 0,25 0,50 1,00

Figura 17. Curva analitica de BSA
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Figura 18. Resultados da extracédo de queratina em mL de proteina/mL de solucao
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Figura 19. Resultados da extragéo de queratina em ug de proteina/mg de cabelo

Quando comparado ao trabalho de Reichl, Borelli e Geerling (2011), a quantidade extraida
€ menor, uma vez que o valor obtido pelos autores foi de 32,7 mg/mL e os valores obtidos
neste trabalho foi de 9,60 mg/mL. A extracdo feita foi seguindo a mesma metodologia,
porém apoés a extracdo as amostras dos autores foram dialisadas, o que contribuiu para o
isolamento da queratina e remog¢éo do 2-mercaptoetanol resultando em uma concentracao

de proteina maior ao fim do processo. Em outro trabalho Reichl (2009), com a mesma
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metodologia, extraiu em média 30,6 mg/mL. J& no trabalho de Reichl e Muller-Goymann
(2011), empregando a mesma metodologia, seguida de dialise a quantidade de queratina
obtida foi de 13 mg/mL, um resultado bem préximo ao obtido neste um resultado bem
préximo ao obtido neste trabalho em que a dialise ndo foi realizada. Assim, a metodologia
de extracado empregada neste trabalho pode ser considerada boa, uma vez que, apesar de
ndo empregar didlise, resultou em uma extracdo de aproximadamente 46% da queratina
presente no cabelo. As comparacdes dos resultados de extracdo obtidos com a literatura

estao demonstrados na tabela 2.

Média Reichle — peichl, Borelli
x HAN et. . Muller- .
Concentragao das | (2007 Reichl (2009) G e Geerling
andlises & ( ) oymann. (2011)
(2011)
ug de 479,76 247,2
proteina/mg - - -
de cabelo (46%) (23,5%)
mg de 9,60 30,6 13,0 32,7
proteina/mL -
de solucéo (9,1%) (29%) (12,4%) (31%)

Tabela 2. Comparacao dos resultados com a literatura.

9.2. ELABORACAO DOS FILMES

Apo6s homogeneizados com quantias variaveis de 0,00 a 0,30 g de glicerol/g de queratina,
(com variacfes de 0,10), os extratos foram derramados em placas de petri e levados a
estufa de ar forcado a 40°C por 3 horas para evaporacdo de compostos volateis presentes
na solucao extratora, seguindo metodologias adaptadas de Moore et al (2006) e Fuijii (2012),
para purificar a amostra e ajudar na formacgao do biofilme.

Em seguida, o filme foi submetido a um processo de cura, utilizacdo da temperatura em
120°C durante uma hora para estabilizacdo das pontes dissulfeto (Figura 20), tornando o
estado fisico do polimero Unico, como descrito por Fujii (2012). Visto que de acordo com
Hernandez e Santos (2012) ha um comportamento térmico estavel da queratina de penas
de frango, em que o processo de decomposi¢cdo ndo comeca antes de 200 °C, isto permite



35

estabelecer uma grande faixa de temperatura para sua utilizacdo e possivel formacgéo de
filmes.

Ligagoes
de Dissulfeto

Figura 20. Representacéo da ligacéo dissulfeto (ALLUME COSMETICOS, 2017).

As variagcbes na concentracdo de plastificante (0,2 e 0,3g) apresentaram influéncia na
elaboracdo dos filmes, uma vez que os filmes elaborados com essas quantidades de
plastificantes apresentaram conformacdes parecidas, ficando com aspecto de cristalizacéo,
como observado na Figura 21A. Ainda, o excesso de plastificante, tornou o polimero

extremamente viscoso, impossibilitando a secagem, como na Figura 21B.

Figura 21. (A) Filme cristalizado com adi¢éo de 0,2g de plastificante. (B) Filme com adic&o de 0,3g de

plastificante.
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Apesar da polimerizacao ter ocorrido, como mostra a figura 22A, onde o polimero esta se
formando e a figura 22B que mostra o polimero formado. Como reportados em outros
trabalhos, como Moore et al (2006) e Luisiana et al. (2011), que elaboraram filmes de
gueratina extraidas de penas de frango e cabelo respectivamente, estes biofilmes de
gueratina sdo possiveis de se obter e de moldar, porém apdés varios testes com variacoes
de plastificantes ndo foi possivel chegar a uma concentracdo polimérica étima, pois os
filmes se apresentaram solidos e quebradicos, com uma solugéo viscosa (provavelmente
plastificante) na parte externa. O filme que apresentou melhor resultado, apesar de
guebradico, foi o de concentracéo 0,19 de glicerol/ g de queratina que correspondeu a mais
de 1% de glicerol na mistura, confirmando os estudos de Fujii (2012), que concluiu que um
uso excessivo de glicerol conduz a uma pelicula imida, sendo a concentracdo 6tima de 1%

de plastificante.

Figura 22. (A) Filme com adic&o de 0,1g de glicerol em formacé&o. (B) Filme obtido em placa.

Portanto os filmes com concentr¢do 0,2 e 0,3 de gilcerol apresentaram-se Umidos e sem
formacéao de filmes, devido ao excesso de glicerol e consequente diluicdo da queratina em
solucéo. O filme com concentracéo 0,1g de plastificante apresentou melhor polimerizacao,
apesar de quebradico, possivelmente pela baixa concentracdo de queratina na solucao (9,6
mg/mL de solugdo), maior concentracdo dos demais compostos utilizados na extracao e
ainda a baixa precisdo na pesagem do plastificante, pela baixa quantidade de queratina,
mostrando que ainda serdo necessarios novos testes de concentracdo e uma melhor

purificacdo ou isolamento da queratina apds a extracdo, visto que os melhores biofilmes
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elaborados na literatura, foram adquiridos através de solugbes com concentracdes
superiores a 30 mg/mL.
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10. CONCLUSAO

Com os resultados apresentados € possivel concluir que a extracdo de queratina de uma
maneira mais simples, sem utilizacdo da dialise foi atingida, conseguindo valores proximos
a 46% do total de proteina no cabelo. Porém, para obtencdo dos biofilmes, torna-se
necessaria a aplicacdo de métodos mais elaborados como a dialise, que concentra a
gueratina e elimina o 2-mercaptoetanol e outros compostos utilizados na extracdo da

proteina, tornando possivel assim a elaboracéo dos biofilmes.
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