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RESUMO

SANT’ANA, Rita de Céssia Oliveira, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2012. Isolamento e identificaciao do perfil de zeinas do germoplasma tropical
de milho para producdo de cobertura comestivel e biofilme. Orientadora:
Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-Orientadores: Maria Cristina Dias Paes,
Christiano Vieira Pires, Rodrigo Siqueira Batista e Joel Antonio de Oliveira.

Prolaminas referem-se a uma classe de proteina de armazenamento solivel em dlcool
presentes nos cereais, sendo que essas proteinas sdo chamadas zeinas no grao de milho.
Esse grupo de polipeptideos de difertente peso molecular é responsdvel por mais de
50% das proteinas totais do milho e ¢ comumente extraida da farinha de gliten de
milho, um subproduto do processamento de moagem a seco de milho, que contém até
70% de zeinas. Quatro tipos de zeina, a, B, y e & ja foram identificadas, apresentando
essas diferentes sequéncias aminoacidicas e pesos moleculares. Solucdo aquosa de
alcool ¢ utilizada para extrair a-zefna diretamente, ao passo que a extracdo das outras
zeinas requer um agente redutor, principlamente o -mercaptoetanol. Isso limita o uso
direto de filmes a base de zeinas nos alimentos. Realizar o perfil cromatogréfico de
diferentes padrdes pertencentes ao Banco Germoplasma utilizando um novo método de
extracdo da zeina usando agente redutor nio toxico e avaliar a utilizacdo dessa proteina
isolada na producgdo de filmes e coberturas comestiveis. Quatro métodos diferentes de
isolamento foram testados, trés ja publicados na literatura € um novo método com
agente redutor ndo toxico. O perfil das fracOes de proteina extraidas foi obtido por meio

de eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de
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sodio (SDS-PAGE), sendo as zeinas extraidas utilizadas na produgdo de filmes e
coberturas. O perfil eletroforético das prolaminas do milho permitiu identificar a
presenca de quatro fracdes de zeina nos materiais extraidos na presenca de um agente
redutor, ndo havendo nenhuma diferenga desses perfis dos isolados obtidos com agente
redutor ndo téxico. Sendo assim, a substituicdo do agente redutor téxico na extracdo de
zeinas pode ser uma alternativa para viabilizar a aplicacdo de zeina extraida extraida
diretamente do grao de milho diretamente na produgdo de biofilmes com a finalidade de
aplicagdo na industria alimenticia. A cobertura de zeina ficou evidenciado que o
armazenamento utilizando a cobertura de zeina foi eficiente para manter a umidade dos
graos das espigas e aumentar a luminosidade e brilho. Esse aspecto ja € positivo levando
em consideracdo que a perda da umidade das espigas gera o murchamento dos graos e,
consequentemente, perda na vida de prateleira dos mesmos, assim como a luminosidade
melhora o aspecto visual das espigas. Sendo assim, sugere-se mais estudos com relacdo
a composi¢cao da cobertura de zeina para que possa haver melhorias em outros aspectos

de conservagio.



ABSTRACT

SANT’ANA, Rita de Céssia Oliveira, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2012. Zein isolation of maize tropical germplasm for biofilm production and
evaluation. Adviser: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-advisers: Maria
Cristina Dias Paes, Christiano Vieira Pires, Rodrigo Siqueira Batista and Joel
Antonio de Oliveira

Zein is a class of storage proteins soluble in alcohol present in the corn grain. It
accounts for more than 50% of total protein from maize and is commonly extracted
from corn gluten meal, a byproduct of dry milling of corn, which contains up to 70%. of
zein storage. Four types of zein, a, B, & and p have been identified, each with different
molecular weight. Aqueous alcohol solution is used to extract a-zein directly, while the
other extraction of zein storage requires a reducing agent. This limits the direct use of
films based on zein storage foods. Realising the chromatographic profile of different
patterns belonging to the Germplasm Bank using a new method for extraction of zein
using non-toxic reducing agent and evaluate the use of this protein isolated in the
production of films and coatings. Four different isolation methods were tested, three
have already been published in the literature and a new method with non-toxic reducing
agent. Characterization of the extracted protein fractions was performed by
electrophoresis on denaturing polyacrylamide gel in the presence of sodium dodecyl
sulfate (SDS-PAGE) and extracted zein was used to produce films and coatings. The
electrophoretic pattern of prolamine corn revealed the presence of four fractions of

extracted zein materials in the presence of a reducing agent with no protein bands
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difference between isolates with non-toxic reducing agent. Thus, the replacement of a
reducing agent in the extraction of toxic zein storage may be an alternative to apply the
zein production of biofilms for the purpose of maintenance. Considering the coverage of
zein was shown that the storage using the cover of zein was effective to keep the ears of
grain moisture and increase the brightness and brilliance. This positive aspect is already
taking into account the loss of moisture from the spikes raises the shrinkage of the
grains and hence loss of shelf life thereof, and the brightness improved visual
appearance of the spikes. Thus, it is suggested further studies with respect to the

composition of zein cover so that there is improvement in other aspects of conservation.
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1- INTRODUCAO GERAL

A crise ambiental iniciada no século passado devido ao esgotamento de fontes
naturais e ao crescimento do lixo nas grandes cidades, principalmente pelo acimulo de
embalagens plasticas, fez crescer a necessidade de materiais obtidos a partir de fontes
sustentdveis que, a0 mesmo tempo, nao agredissem o meio ambiente apds sua utilizacao
(ORLIAC et al., 2003), uma vez que as embalagens desenvolvidas pelas industrias sao
derivadas do petrdleo, sendo praticamente nido degraddveis (SORRENTINO et al.,
2007). Uma das solucdes encontradas, particularmente na area de embalagens de
alimentos, foi o desenvolvimento de filmes e coberturas a partir de biopolimeros que
pudessem substituir os materiais sintéticos. Esse tema tem sido apontado como de
grande importancia para o desenvolvimento industrial. Dentre os materiais pesquisados,
os biopolimeros naturais, como os polissacarideos e as proteinas, se apresentam 0s mais
promissores, por serem abundantes, renovaveis, econdmicos, e capazes de formar uma
matriz continua (AGBOOLA e MILLS, 2005; AOAC, 1995; FORATO, 2000;
GONTARD e GUILBERT, 1996). Esses biopolimeros, além de biodegraddveis,
proporcionam embalagens comestiveis, quando ndo sujeitos a modificacdes quimicas e
quando adicionados somente de aditivos de grau alimenticio (MONTERREY-
QUINTERO e SOBRAL, 2000).

Os filmes biodegradaveis aparecem como uma forma de diminuir a utilizagdo de
polimeros convencionais em diversos campos de aplicacdo, tais como, em embalagens
para alimentos. Tais filmes podem ser utilizados como tnico material na produgdo de

embalagens, ou em associag@o a polimeros obtidos a partir do petroleo. Outra vantagem
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de se obter filmes de biopolimeros biologicos € a utilizacdo de residuos, que
normalmente sdo descartados no meio ambiente ou destinados a produtos de menor
valor agregado (GENNADIOS, 2002).

As caracteristicas estruturais € a composicao quimica do biopolimero utilizado
na elaboragdo dos biofilmes sdao muito importantes. Nesse sentido as proteinas sdo mais
interessantes que os polissacarideos (homopolimeros), por possuirem em sua estrutura
até 20 monoOmeros diferentes (aminodcidos), com alto potencial de interacdes
intermoleculares (GONTARD e GUILBERT, 1996). Segundo Cuq (1996), as
propriedades funcionais (forca, deformacdo, barreira aos gases, etc.) dos biofilmes
dependem, sobretudo, do tipo de ligacdo intermolecular.

A zeina, um grupo de proteinas de reserva encontrados no endosperma de
milho (WANG e PADUA, 2005), tem sido usada como um material importante na
ciéncia e na industria por suas propriedades unicas, uma vez que oferece vantagens
potenciais como matéria prima para a producdo de filmes, coberturas e aplicacdes
plasticas; além de ser biodegraddvel e renovavel (LAWTON, 2002). No entanto,
geralmente, os biopolimeros exibem pobres propriedades mecanicas e de barreiras, as
quais necessitam ser aperfeicoadas para que eles possam ser utilizados em diferentes
aplicacoes (SOZER, KOKINI, 2009). Essas propriedades melhoradas sdo geralmente
alcancadas pelo espagco preenchido na matriz polimérica em comparagdo com o0s
materiais convencionais. Em relacdo a biodegradabilidade, esses materiais também
apresentam vantagens (PAVLIDOU, PAPASPYRIDES, 2008).

O isolamento da zeina foi feito pela primeira vez em 1821 e desde entdo tem
sido objeto de grande interesse cientifico (SHUKLA e CHERYAN, 2001). Diferentes
procedimentos utilizando diferentes solventes para extrair as proteinas dos cereais sao
relatados na literatura, nos quais fatores como concentracdo e tipo de solvente,
temperatura e tempo da extracdo variam com o intuito de aumentar a eficiéncia do
processo. O método usado para isolar as proteinas tem efeitos importantes nas suas
propriedades (AGBOOLA e MILLS, 2005).

De acordo com o exposto, este trabalho teve o propdsito de otimizar o método
de extracdo da zeina diretamente do grdo do milho com a aplicacdo direta de agente
redutor ndo-toxico, possibilitando a extragdo de todas as fracdes da mesma e permitindo

a utilizacao do isolado na produc¢do de filmes e coberturas comestiveis.



Considerando a existéncia de diversidade na composicdo de proteinas de
diferentes gendtipos do milho, pretende-se ainda caracterizar acessos de germoplasma

de milho tropical, identificando o perfil eletroforético de zeinas.



2- REFERENCIAL TEORICO

2.1- O grao de milho

Botanicamente, o milho (Zea mays) é uma espécie dipldide e aldgama,
pertencente a familia Poacea (Gramineae). O seu plantio originou-se, aproximadamente,
de sete a dez mil anos atrds mais provavelmente na América Central, particularmente no
México, de onde se estendeu ao norte do Canadd e Sul da Argentina, alcancando
posteriormente a Europa. E considerado uma das plantas cultivadas mais antigas e um
dos vegetais superiores mais estudados (FAO, 1992; GUIMARAES, 2007).

O milho €é uma das espécies cultivadas mais adaptadas a diferentes ambientes e
sistemas de cultivo (FRIZZI et al., 2008), sendo produzido em vérios paises. O Brasil se
encontra entre os trés principais produtores de milho, atrds dos Estados Unidos da
América e da China (KLEIN, 2009). Em algumas regides, como em paises da Asia,
Africa e América Latina o milho é a principal fonte de alimento para mais de 1,2
bilhdes de pessoas (HULSHOF et al., 2007), e suas sementes podem representar até
56% do total de calorias didrias dessas populagdes (PRASANNA et al., 2001).

O processo de formacdo do grao de milho ocorre principalmente em trés
estagios, sendo o primeiro caracterizado pela fertilizacdo, divisdo celular e
histodiferenciacdo dos principais tecidos, enquanto no segundo estdgio ocorre grande
acimulo de proteina, lipidios e amido, que pode ser comprovado pelo aumento de

matéria seca. O terceiro estdgio ocorre quando as sementes ou graos atingem o ponto de



maturidade fisiolégica, que culmina com a dessecagdo e paralisacdo da deposicdo de
reservas (RAGHAVAN,1996; ADAMS & RINNE, 1980).

A composicdo quimica do grdo varia de acordo com a cultivar e com as
condicoes do ambiente (COELHO, 1997). As propriedades composicionais
(oligossacarideos, lipidios, hormonios, enzimas, radicais livres e metabdlitos
intermedidrio) de organelas e suborganelas (mitocOndria, integridade da membrana,
estrutura de cromatina e proteinas) das sementes de milho podem ser reportadas se
estiverem associadas com germinacao no frio e tolerancia a dessecacdo (PERDOMO E
BURRIS, 1998).

Os graos do milho sao, geralmente, amarelos ou brancos, podendo apresentar
coloragdes variando desde o preto até o vermelho. O peso individual do grao varia, em
média, de 250 a 300mg e sua composicdo média em base seca € 72% de amido, 9,5%
proteinas, 4% de 6leo e 9% fibra, sendo essa em maioria residuo detergente neutro

(PAES, 2008).

2.1.1- Estrutura anatomica do milho

Conhecido botanicamente como uma cariopse, um tipo de fruto com semente
Unica, em que o pericarpo nao se abre na secagem para a liberacdo da semente (WOLF
ET AL., 1952), o grdo de milho é formado por quatro principais estruturas fisicas:
endosperma, representando em média 83% de toda a matéria seca, germe (embrido) em
média 11%, pericarpo (~6%) e ponta (0,8%) (Figura 1), as quais diferem em
composicdo quimica e também na organizacdo dentro do grdo. O endosperma e o

embrido resultam da dupla-fertilizacao (DUMAS E MOGESEN, 1993).
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Figura 1. Anatomia do grio de milho e suas partes.



Pericarpo

O pericarpo € a parede celular do gamet6fito maduro e compreende as camadas
celulares externas que envolvem o endosperma e o embrido (WOLF et al., 1952). Esse
representa, em média, 5% do peso grdo, sendo a estrutura que protege demais da
elevada umidade do ambiente, insetos e micro-organismos. As camadas de células que
compdem essa fracdo sdo constituidas de polissacarideos do tipo hemicelulose (67%) e

celulose (23%), embora também contenha lignina (0.1%) (PAES, 2008).

Endosperma

O endosperma € um tecido tripléide, que se forma como resultado da fusdo do
nicleo do pdélen com dois ndcleos femininos (WOLF et al., 1952). Esse tecido é
constituido de 88% de amido, organizado na forma de granulos, e 8% de proteina de
reserva. Por apresentarem a maior parte do grdo maduro, os componentes do
endosperma sdo essenciais na definicdo das qualidades fisicas e estruturais do grao de
milho (GUIMARAES, 1994).

As proteinas formam os corpos proteicos que compdem a matriz que envolve os
granulos de amido dentro das células no endosperma. Com base na distribui¢do dos
granulos de amido e da matriz de proteina, o endosperma € classificado em dois tipos:
farindceo e vitreo. No primeiro, os granulos de amido sdo arredondados e estdao
dispersos, ndo havendo matriz proteica circundando essas estruturas, o que resulta em
espacos vagos durante o processo de secagem do grio, a partir dos espagos onde antes
era ocupado pela dgua, durante o desenvolvimento do grdo. Por outro lado, no
endosperma vitreo, a matriz proteica é densa, com corpos proteicos estruturados, que
circundam os granulos de amido de formato poligonal, ndo permitindo espagos entre
estas estruturas. A denominagdo vitreo: farindceo refere-se ao aspecto dos endospermas
nos graos quando sujeitos a luz. No endosperma farindceo, os espagos vagos permitem a
passagem da luz, conferindo opacidade ao material. De forma oposta, a auséncia de
espacos entre os granulos de amido e a matriz proteica promove a reflexdo da luz,
resultando em aspecto vitreo ao endosperma observado nessas condigdes. Essa
propriedade tem sido aplicada para a identificacio de materiais duros e fariniceos,
embora a vitreosidade e a dureza sejam distintas propriedades (PAES, 2008).

O endosperma € formado por quatro tipos de células: a regido vizinha ao

embrido, as células de transferéncia, o endosperma amildceo e a camada de aleurona,



conforme apresentado na Figura 1. A regido vizinha ao embrido € constituida por uma
linha de células que se distribuem na cavidade do endosperma, onde o embrido se
desenvolve. Essas células sdo caracterizadas por apresentarem um citoplasma denso
(KOWLES E PHILLIPS, 1988; OLSEN, 2001; SCHELL et al., 1984), com funcdo de
nutrirem o embrido e formarem uma barreira fisica entre ele e o endosperma, durante o
desenvolvimento da semente (OLSEN, 2001).

As células de transferéncia estdo na regido basal do endosperma. Elas facilitam o
transporte de metabdlitos dentro do endosperma e fazem uma conex@o direta com o
tecido materno (OLSEN, 2001). A maior parte da sacarose que chega a base do
endosperma a partir das células maternais é clivada em glicose e frutose, que se
movimentam, entdo, para outras partes do endosperma, onde a sacarose € ressintetizada
e utilizada (SOAVE E SALAMINI, 1984).

O endosperma amildceo envolve o embrido e acumula grandes quantidades de
substancias de reserva, que sao utilizadas durante a germinag¢do da semente e nas fases
iniciais da plantula. Essas reservas sdo depositadas em estruturas membranosas, no
parénquima do endosperma amildceo (OLSEN et al., 1992). Além de amido e proteina,
o endosperma acumula lipidios, compostos organicos e inorganicos em pequenas
quantidades (LOPES & LARKINS, 1993).

A camada de aleurona circunda todo o endosperma amildceo, exceto a drea
adjacente ao embrido e contém um grande nimero de corpos proteicos pequenos,
oleossomos e antocianina (BECRAFT, 2000; BUTTROSE, 1963; LOPES &
LARKINS, 1993; OLSEN et al., 1992).

Germe

O germe representa 11% do grdo de milho e concentra quase a totalidade dos
lipidios (6leo e vitamina E) (83%) e dos minerais (78%) do grdo, além de conter
quantidades importantes de proteinas (26%) e agticares (70%) (PAES, 2008).

Essa fracdo € a unica viva do grdo e onde estdo presentes as proteinas do tipo
albuminas, globulinas e glutelinas, que diferem significativamente, em composi¢cdo e
organizacdo molecular, daquelas encontradas no endosperma e, por conseguinte,
diferindo das primeiras em qualidade nutricional e propriedades tecnolégicas (PAES,

2008).
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Ponta
A ponta € a menor estrutura, 2% do grao, e € responsavel pela conexdo do grao
ao sabugo, sendo a Unica drea do grdo ndo coberta pelo pericarpo. Sua composicio é

essencialmente de material lignocelulésico (PAES, 2008).

2.1.2- Composicao Quimica do Grao Maduro

A composi¢do da semente de milho fornece valores adequados de nutrientes,
pois apresenta de 70-75% de carboidratos, 3-5% de lipideos, 9% de fibras e ao redor de
8-11% de proteinas (LANDRY et al., 2005). A concentracdo de minerais no griao € da
ordem de 1%. Além dos nutrientes, o milho possui nos grios vdrias substancias de
importancia bioldgica, incluindo compostos fendlicos, carotendides, tocoferdis e
fitosterdis (LIU 2007). A Tabela 1 apresenta a porcentagem de cada fracdo dentro do

grao de milho e a concentragdo dos nutriente em cada uma dessas fracoes.

Tabela 1. Percentagem do constituinte total indicado nas estruturas fisicas especificas
do grdo de milho.

% Fibras ou
Fracao o Amido Lipidios Proteinas  Minerais  Agucares  conteido
& celular
% da parte (base seca)
Endosperma 82 98 15,3 74 17,9 28,9
Germe 11 1,3 82,6 22,5 78,4 69,3 12
Pericarpo 5 0,6 1,3 2,6 2,7 1,0 54
Ponta 2 0,1 0,8 0,9 1,0 0,8 7,0
100 100 100 100 100 100

Fonte: Adaptado de Watson (2003)

Proteinas

O grao de milho é composto de cerca de 10% de proteinas (FUFA et al.
2003), sendo estas distribuidas no endosperma (8,5%), embrido (18,5%), pericarpo (5%)
e ponta do grao (9%). A soma desses valores € que proporciona um valor médio de
proteina, podendo variar com o tipo de grao, grau de germinacao, fertilidade do solo e
condi¢Oes climdticas, ou ainda alteradas por genes mutantes (GONCALVES et al.,
2003; BJARNASAN & VASAL, 1992; TOSELLO 1987).

A qualidade da proteina do milho depende da quantidade e do balango de

aminodcidos indispensdveis, mas usualmente a composicio de aminodcidos do grdo
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inteiro reflete a composicdo das proteinas do endosperma, embora as proteinas do
embrido possuam um melhor balanco de aminoédcidos (MITTELMANN, 2001). A
qualidade da proteina do milho € semelhante a maioria dos cereais, em geral deficientes
em alguns aminodcidos indispensaveis (DIAZ, 2003; FAO, 1993), sendo a lisina e o
triptofano considerados o primeiro e o segundo aminodcidos limitantes,
respectivamente, o que confere a sua proteina valor biol6gico de aproximadamente 50%
em relacdo a uma proteina de referéncia, ou seja, sdo consideradas pobres com relacdo a
qualidade nutricional. Assim, sdo intensas as pesquisas para isolamento e caracteriza¢ao
dessas e dos genes relacionados as mesmas para a produ¢do de plantas transgénicas com
melhor valor nutricional destinada a alimentacdo humana e animal (BUGS et al, 2004;
MANDAL & MANDAL, 2000; YOUNG & PELLETT 1994; BRESSANI, 1991). Por
exemplo, a proteina do milho especial de alta qualidade protéica ou QPM (quality
protein maize) € resultado de um melhoramento genético a partir do mutante opaco-2.
Nesse material, as quantidades dos aminodcidos lisina e triptofano encontram-se
aumentadas no grao, conferindo uma qualidade nutricional superior a proteina (PAES,
20006).

Seguindo o protocolo descrito por Osborne (1924) e modificado por Landry
e Moureaux (1970), as proteinas do milho e dos demais cereais estdo classificadas com
base na solubilidade em diferentes solventes, sendo:

= Albuminas: soliveis em dgua. Juntamente com as albuminas sdao extraidos os
aminodcidos livres que estdo presentes em pequenas quantidades na maioria das
espécies.

= Globulinas: soliveis em solugdes salinas diluidas; apresentando uma
composi¢ao polipeptidica afim as albuminas.

= Prolaminas: soliveis em solucdes alcodlicas a 70-80%; se constitui na maior das
quatro fragdes, em termos de quantidade.

= Glutelinas: soldveis em solucdes dcidas ou alcalinas diluidas.

As prolaminas sdo comuns a todos os cereais e sdo ricas em prolina e
glutamina. A maioria das glutelinas torna-se soldveis em dalcool apds redugdo das
ligacdes de dissulfeto, e também té€m sido classificados como prolaminas por vdrias
semelhancas de sequéncia e composi¢ao de aminodcidos. Essas proteinas sdo altamente
hidrofébicas, devido ao seu grande teor de aminoécidos hidrofébicos leucina, prolina e

alanina e possuem baixa qualidade nutricional e por isso possuem vdrias aplicagdes
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tecnoldgicas nas dreas agricola, farmacéutica, de alimentos entre outras (BICUDO et al,
2006; SCRAMIN et al, 2007).

De acordo com Shewry et al. (1995), albuminas, globulinas ou prolaminas
representam mais da metade da massa total da proteina dos graos. As propor¢des dessas
vérias classes de proteinas diferem muito entre os diversos cereais. Essas diferencas
conferem propriedades quimicas, fisicas, funcionais e nutricionais bastante diversas
para as proteinas dos cereais. As proteinas se distribuem em todas as partes do grio,
porém a maior quantidade estd no endosperma onde, no milho, estdo presentes mais de
75% das proteinas e predominam as prolaminas (BICUDO et al, 2006; SGARBIERI,
1996).

2.2- Zeinas

As zeinas sao sintetizadas por polirribossomas unidos a membrana celular e
sdo transportados ao limen do reticulo endoplasmatico rugoso das células durante o
desenvolvimento do endosperma, formando os corpos proteicos e a matriz protéica, essa
ultima que envolve os granulos de amido no endosperma vitreo (PAES, 2006).

Constitui uma mistura de proteinas de reserva de familia multigénica,
encontradas predominantemente, possuindo alto contetido de aminodcidos hidrofébicos,
ndo polares, que reduz a interacdo da superficie da dgua (ASSIS e LEONI, 20009;
LAWTON, 2002; WANG e PADUA, 2005).

Compreendem quatro grupos estruturalmente distintos: a, B, y € 6 zeinas, que
podem ser separadas com base no padrio eletroforético e no peso molecular
(COLEMAN ET AL., 1996). A distribuicao das diferentes classes de zeinas dentro dos
corpos proteicos foi sugerida por LENDING & LARKINS (1989), estudando o
endosperma em desenvolvimento. Observou-se que 0s corpos proteicos apresentam
diferentes tamanhos e composi¢do. De modo geral, eles apresentam diametro variando
entre | um a 2 pm, estando a maioria entre 0,3 pm a 1,3 um. Nas células mais proximas
da camada de aleuroma, os corpos proteicos sdo pequenos € contém somente € y
zeinas. Eles representam os estdgios iniciais do desenvolvimento de um corpo proteico
com, aproximadamente, 0,2 pm de didmetro. Os corpos proteicos maiores contém o-
zeinas no centro sdo encontrados nas camadas de células mais centrais do endosperma.
Na sua formagao as a-zefnas comegam a se acumular, como l6culos discretos, dentro de

uma matriz de y e P-zeinas. Ocasionalmente, os loculos de a-zeinas fundem-se e
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preenchem o centro do corpo proteico, expandindo este para um didmetro de 1 pm a 2
um (LENDING & LARKINS, 1989). B e y zeinas formam uma camada mais ou menos
continua na periferia, mas, manchas pequenas de B e, mais comumente, de y zeinas
permanecem no interior. As & zeinas sdo encontradas, principalmente, no centro dos
corpos proteicos, junto com as a zeinas, o que indica que nem todas as zeinas ricas em
enxofre estdo na periferia (ESEN & STELLER, 1992).

As zeinas a sdo caracterizadas por duas bandas, na eletrofores, em 19KDa e
22KDa e sao conhecidas como Z19 e Z22, respectivamente, constituindo de 75 a 85%
das zeinas totais. A Z19 e Z22 sdo similares em sequencia e solubilidade, diferindo
apenas no tamanho. Apresentam deficiéncia em aminodcidos indispensdveis, como
lisina e triptofano, alto teor de glutamina (25%), leucina (20%), alanina (15%) e prolina
(11%) (LOPES E LARKINS, 1993; SHOTWELL & LARKINS, 1989). Sao proteinas
ricas em residuos de aminodcidos apolares e sdo, portanto insoliveis em dgua e soliveis
em solugdes aquosas de etanol a 70%.

As zeinas B correspondem as bandas de 14 e 16 kDa, representam de 10 a
15% da fracdo total e sdo soliveis em dlcool hidratado apds uso de agentes redutores
(BICUDO et al, 2006). A proteina madura tem 160 aminodcidos e apresenta menos
glutamina (16%), leucina (10%) e prolina (9%) do que as zeinas a, mas, apresenta mais
aminoacidos sulfurosos, metionina (11%) e cisteina (4%) (LOPES, 1993).

As zeinas vy, apresenta banda em 28 kDa na eletroforese, representa de 5 a
10% das zeinas totais e, para solubilizacdo dessa proteina, tanto em alcool 70% como
em 4gua, é necessdrio o uso de agentes redutores de ligacdo de dissulfeto (BICUDO et
al, 2006). Apresentam alto teor de aminodcidos sulfurados, sendo 23% de metionina e
4% de cisteina (LOPES, 1993).

A zeina de 10 kDa, 9 zeina, equivale a banda e representa somente tragos da
fragdo total de zeinas; assim como as zeinas P, y, sdo extraidas somente com redugao
das ligacoes de dissulfeto (BICUDO et al, 2006; SHEWRY et al, 1990). Apresenta 130
aminodcidos de comprimento (KIRIHARA ET AL, 1988).

Segundo a natureza hidrofdbica da zeina estd relacionada com o seu alto teor de
aminodcidos ndo-polares que reduz a interagdo da superficie da d4gua. Com a presenga
de uma interface ndo-polar as moléculas de dgua terdo dificuldades em entrar nas
sementes. Esta situacdo pode realmente reduzir a permeabilidade (ASSIS e LEONI,
2009). Dada a esta propriedade, a zeina € considerada um polimero natural

biodegraddvel passivel de ser transformado, entre outros produtos, em filmes e peliculas
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de revestimento, atuando como barreiras a umidade e ao oxigénio. Esses filmes vém
sendo usados na cobertura de medicamentos e alimentos in natura, em funcdo da sua
ndo toxicidade, biodegradabilidade e por serem oriundos de fontes renovaveis
(BICUDO et al, 2006; FORATO, 2000).

Diferentes procedimentos, utilizando solventes, para extrair as proteinas dos
cereais sdo relatados na literatura, nos quais fatores como concentracdo e tipo de
solvente, temperatura e tempo da extracdo variam com o intuito de aumentar a
eficiéncia do processo. O método usado para isolar as proteinas tem efeitos importantes
nas suas propriedades (AGBOOLA e MILLS, 2005). O tratamento alcalino das
proteinas pode provocar a sua desnaturacdo pela desestabilizacdo das estruturas
tercidrias e facilitar sua solubilizacdo. Por outro lado, o pH alcalino pode aumentar as
chances de racemizacdo dos aminodcidos e sua destruicao, levando a formagao de novos
compostos que poderiam alterar as propriedades nutricionais e funcionais das proteinas
(SGARBIERI, 1996).

Na maioria dos trabalhos sobre a extracdo quimica das proteinas de cereais,
etanol e solu¢do de hidroxido de sédio sdo empregados como solventes em
concentragdes variadas (FAGEER e TINAY, 2004; LANDRY, 1997; LANDRY e
MOUREAUX, 1970; NEWMANN e WALL, 1984; PAULIS e WALL, 1977; YOUSIF
e TINAY, 2000).

Boas condicdes de extragao da zeina do grao de milho foram determinadas por
SHUKLA et al. (2000), que extrairam as zeinas com etanol a 70% na proporcao 8:1
liquido/sélido por 30-40 min a uma temperatura de 50°C. A recuperacdo média das
zeinas foi 50,6% do total das proteinas do milho. Em outros estudos, além do etanol
empregou-se também uma solucdo de hidréxido de sédio recuperaram 57% das
proteinas do milho floculado extraidas com etanol a 45 % e NaOH a 55 % a 0,1M.

Virias enzimas tém sido utilizadas na extragdo enzimadtica de proteinas. Entre
estas, encontram-se a pancreatina, as proteases alcalina, fungica ou bacteriana (EUBER
et al, 1991); uma endoprotease (alcalase de grau alimenticio do Bacillus liccheniformis);
um complexo de proteases (flavourzima do Aspergillus oryzae) seguido de uma
preparagdo de carboidrase do Aspergillus aculeatus € do Humicola insolens (FISCHER
et al, 2001); endoprotease e amilase (TANG et al, 2002); a-amilase (BAN 240 L) e
protease (Promozyme 400 L) (AGBOOLA e MILLS, 2005).

Capobiango et al., (2006) determinou em seu trabalho a composi¢do quimica e a

otimizacdo da extracdo protéica do fub4 de milho, por diversos métodos quimicos e um
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enzimdtico, utilizando uma protease de Bacillus liccheniformis. Observou-se que o
maior rendimento da extracdo foi alcangcado pelo método alcalino-alcodlico seqiiencial
(88,2%), uma vez que o emprego de uma solucdo alcalina, seguido de uma soluciao
alcodlica a 70,0%, mostrou ser mais eficaz para aumentar a solubilidade das proteinas e,
conseqiientemente, a porcentagem de rendimento de extracdo dos métodos testados.
Apesar do método alcalino ter apresentado menor rendimento do que o alcalino-
alcéolico seqiiencial, o emprego de apenas um solvente e a eliminacdo da etapa de
remocao de dlcool o torna mais econdmico. Comparando entre si os melhores resultados
obtidos por dois métodos de extracdo, observa-se, primeiramente, que O enzimatico

apresentou rendimento inferior (83,5%) ao alcalino-alcodlico seqiiencial (88,2%).

2.3- Biofilmes

Os alimentos, sejam de origem animal ou vegetal, sdo susceptiveis a
alteracdes, as quais podem ser de ordem fisica, quimica, ou, biolégica. As de ordem
fisica s@o decorrentes, principalmente, em razdo da acdo de agentes mecanicos que
causam danos como: quebras, deformacdes, perfuracdes e cortes. Além destas, outros
agentes como o ar, a luz e o calor podem promover altera¢des de cor, aparéncia e sabor
dos alimentos (SILVA, 2006).

A conservagdo de alimentos exige, normalmente, tratamentos fisicos e/ou
quimicos. Além disso, a utilizacdo de embalagem, rigida ou flexivel, € imprescindivel.
Muitas embalagens flexiveis s@o feitas com pldsticos, os quais sdo materiais sintéticos
que, apesar de possuirem excelentes propriedades funcionais, sdo considerados nao-
biodegraddveis e estdo envolvidos em problemas de gerenciamento de residuos sélidos
em escala mundial. A biodegradac¢do do polietileno, por exemplo, é estimada em 200
anos (TORRES, 1994). As preocupacgdes ambientais associadas a grande disposi¢do de
materiais plasticos tém proporcionado a investigacdo de alternativas solucionadoras em
substituicdo ao pldstico comum, principalmente no tocante a biodegradabilidade destes
materiais. No Brasil, cerca de 240 mil toneladas de lixo sdo produzidas por dia, e a
maior parte do lixo tem como destino os lixdes a céu aberto, constituindo um sério
problema sanitario (CEREDA et al., 2003). A ado¢ao de programas de coleta seletiva e
reciclagem € uma das alternativas e a produc@o de materiais biodegraddveis a partir de
fontes renovaveis € considerada uma forma de reciclagem (POOVARODOM e

PRADITDOUNG, 2003).
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Sendo assim, existe um grande interesse no desenvolvimento de biofilmes
comestiveis ou degraddveis biologicamente, principalmente devido a demanda por
alimentos de alta qualidade, tentativa de minimizar, diminuir ou solucionar o problema
da polui¢cdo e oportunidades para criar novos mercados de matérias-primas formadoras
de filme (BENGTSSON et al, 2003; PALMU, 2003). Os biofilmes podem ser
utilizados para controlar a migracido de 4gua de um sistema alimenticio, a
permeabilidade ao oxigénio, ao di6éxido de carbono, eventualmente a migracdo lipidica
e, ainda, pode conter antioxidantes, antimicrobianos e aditivos, os quais visam retardar a
taxa de deterioracdo quando utilizados no envolvimento de um produto alimenticio
(CHEN e NUSSINOVITCH, 2000).

O uso desses materiais em embalagens para alimentos vai depender, além de
parametros como custo e disponibilidade, de suas propriedades funcionais: propriedades
mecanicas (resisténcia e flexibilidade), propriedades O&pticas (cor e opacidade),
propriedades de barreira (permeabilidades ao vapor de dgua, ao O, e ao COp),
solubilidade em 4gua e propriedades sensoriais. Essas propriedades dependem do
biopolimero usado (conformagdo, peso molecular, distribuicdo de cargas, polaridade),
das condicdes de fabricacdo (pH, concentracdo de proteinas na solucdo filmogénica,
tratamento térmico da solugdo, tipo e teor de aditivos, como os plastificantes) e das
condicdes ambientais (temperatura e umidade relativa), importantes por causa da
natureza higroscépica dos biopolimeros e do plastificante usados. Outro parametro que
influencia as propriedades dos biofilmes é a espessura, a qual, geralmente, ndo ¢é
considerada em diversos estudos (CUQ et al., 1996; MAHMOUD e SAVELLO, 1992).

Os principais biopolimeros usados na elaboracdo de biofilmes sao
polissacarideos e proteinas, cujas cadeias sdo longas e capazes de produzir matrizes
continuas que dao estrutura ao filme. Filmes constituidos por proteinas e polissacarideos
normalmente apresentam alta resisténcia mecanica e permeabilidade seletiva a gases,
mas sdo sensiveis a umidade, sendo que aqueles elaborados apenas com lipidios sdo
resistentes a passagem de dgua, mas apresentam-se opacos e quebradicos (MARTINS,
2003; PEROVAL et al, 2002).

O uso do amido na produgdo de plasticos iniciou-se nos anos 70 e 0s primeiros
estudos sobre o uso do amido em embalagens biodegraddveis foram baseados na
substituicdo parcial da matriz polimérica sintética pelo amido. O amido € um dos
polimeros naturais mais estudados devido a sua disponibilidade, biodegradabilidade e

baixa custo. Entretanto, de modo geral, os biofilmes produzidos a partir de proteinas
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apresentam propriedades mecanicas melhores que as dos filmes a base de
polissacarideos (BIZZOTTO et al, 2006;CHEN, 1995; MALI et al. 2004).

Filmes de proteinas podem funcionar como excelentes barreiras a umidade,
oxigénio, flavors e aromas protegendo a qualidade de alimentos e outros produtos. Além
disso, podem também promover protecdo mecanica a alimentos e drogas e funcionar
como portadores de aditivos, tais como antioxidantes e substincias antimicrobianas
(GENNADIOS, 1997; HAN, 2000; KESTER e FENNEMA, 1986). As aplica¢des para
esses filmes sdo intimeras, desde filmes para a agricultura, coberturas comestiveis e
ainda podem ser associados com outros materiais para a obtencdo de embalagens para
alimentos, proporcionando a diminuicdo na utilizagdo de materiais ndo biodegradaveis
(THARANATHAN 2003; TROPINI et al., 2004).

O biofilme da zeina é formado através do desenvolvimento de interagdes de
hidrogénio, hidrofébico e limitado pontes dissulfeto entre as cadeias de zeina
(GUILBERT, 1986; KROCHTA, 1997). Os filmes de zeina sdo frageis e, portanto,
plastificantes sdo necessdrios para melhorar a sua flexibilidade. Para torni-las mais
flexiveis, plastificantes sdo adicionados as proteinas, e incluem: propilenoglicol,
trietilenoglicol, polietilenoglicol, glicerol, acidos levulinico e oléico, dgua, entre outros.
Esses, no entanto, podem tornar os filmes frageis demais para serem usados quando
usados em excesso. A propria dgua também pode ser um plastificante para a zeina. A
zeina € ainda higroscopica, significando que pode ganhar ou perder dgua para atingir o
equilibrio com o ar ambiente. A quantidade de dgua absorvida ou perdida nesses filmes
¢ afetada pela umidade relativa do ar ambiente (LAWTON JUNIOR, 2002).

De acordo com CORRADIN:I et al (2007), a combinac@o de amido termoplastico
e zeina plastificada poderia ter um grande potencial na drea de pldsticos biodegraddveis,
uma vez que ambos podem ser processados na presenca de plastificantes, de forma
semelhante a maioria dos polimeros convencionais sintéticos termopldsticos. Além
disso, a baixa solubilidade da zeina em dgua pode aumentar o carater hidrofébico das
composigoes correspondentes de amido termopléstico.

Um dos processos mais amplamente utilizados na elaboragcdo de biofilmes, € o
casting, que compreende o preparo de uma solucido coloidal da macromolécula com
aditivos, aplicacdo dessa solu¢do num suporte adequado, seguida de secagem em
condicoes estritamente controladas. Dessa forma, para a elaboracdo de biofilmes a partir
de novas matérias-primas bioldgicas, € necessdrio, inicialmente, a obtencdo do

biopolimero e o conhecimento de suas propriedades, principalmente da sua solubilidade

18



em 4gua e sua capacidade de interacdo intermolecular (MONTERREY-QUINTERO e
SOBRAL, 2000).
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo Geral

Realizar o perfil cromatogréafico de diferentes padrdes pertencentes ao Banco
Germoplasma utilizando um novo método de extracdo da zeina usando agente redutor
nido toxico e avaliar a utilizacdo dessa proteina isolada na producdo de filmes e

coberturas comestiveis.

3.2- Objetivos Especificos

- Desenvolver novo método de extragdo de zeina utilizando o 4cido ascorbico
como agente redutor.

- Comparar o novo método de extracdo de zeina com os métodos relatados na
literatura.

- Isolar as zeinas de diferentes acessos pertencentes ao Banco Germoplasma da
Embrapa Milho e Sorgo.

- Realizar o perfil cromatogréfico de diferentes padrdes pertencentes ao Banco
Germoplasma.

- Caracterizar e quantificar as zeinas isoladas.

- Produzir biofilmes e cobertura comestivel a base de zeina e avaliar suas
caracteristicas.

- Avaliar os efeitos da aplicacdo de cobertura comestivel a base de zeina na

conservacgdo de milho verde.
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CAPITULO 1

COMPARACAO ENTRE METODOS DE EXTRACAO DE ZEINAS DO GRAO
DE MILHO UTILIZANDO DIFERENTES SOLVENTES
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RESUMO

Zeinas sao proteinas de reserva do grao de milho, solivel em solug¢do alcoolica que
representam mais de 50% das proteinas totais do grao. Sua extragdo comercial € feita a
partir do gliten de milho, um subproduto do processamento da moagem via dmida
utilizada na fabricacdo do amido de milho. Quatro tipos de zeinas, a, f3, 0 € vy, ja foram
identificadas, sendo essas distintas na sequencia de aminodcidos, solubilidade, ponto
isoelétrico e composi¢do polipeptidica. Solugdo alcoolica 70% € utilizada para extrair a-
zeina diretamente de graos moidos de milho ao passo que a extragao das demais fragdes
requer a presenca de agente redutor na solug¢do. Isso limita o uso direto de filmes e
coberturas de zeinas nos alimentos. Portanto, o objetivo deste estudo foi desenvolver um
novo procedimento para isolamento de zeina a partir de grdos moidos de milho
utilizando um agente redutor ndo téxico. Quatro métodos diferentes de isolamento
foram testados, trés ja publicados na literatura e um método modificado com o agente
redutor ndo téxico. A caracterizagdo das fracdes de proteina extraidas foi realizada por
meio de eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida na presenca de dodecil
sulfato de s6dio (SDS-PAGE). O perfil eletroforético das prolaminas do milho revelou a
presenca de quatro fracdes de zeina nos materiais extraidos na presenca de agente
redutor, sem nenhuma diferenca de padrio eletroforético entre os isolados obtidos com
agente redutor ndo toxico e o téxico. Sendo assim, a substitui¢cdo de um agente redutor
téxico pelo acido ascorbico na extragdo de zeinas pode ser uma alternativa para estender
o uso de zeina diretamente na produgdo de biofilmes para a finalidade de uso alimentar

e revestimento de medicamentos de uso oral.
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ABSTRACT

Zeins are storage proteins of maize grains, soluble in alcoholic solution
representing more than 50% of total proteins of the grain. Its commercial
extraction is made from corn gluten, a byproduct of the wet grinding process
used in manufacturing the corn starch. Four types of zein storage, a, B, 6 and v,
have been identified, these being different in amino acid sequence, solubility,
isoelectric point and polypeptide composition. 70% alcoholic solution is used to
extract a-zein directly from ground corn grains while the extraction of other
fractions requires the presence of a reducing agent in solution. This limits the
direct use of films and coatings from zein storage in food. Therefore, the aim of
this study was to develop a new procedure for isolation of zein from corn kernels
milled using a non-toxic reducing agent. Four different methods of isolation
were tested, three already published in the literature and a new method with non-
toxic reducing agent. Characterization of the extracted protein fractions was
performed by electrophoresis on denaturing polyacrylamide gel in the presence
of sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE). The electrophoretic pattern of
prolamins of maize revealed the presence of four fractions of zein in the material
extracted in the presence of reducing agent, with no difference in electrophoretic
pattern between isolates obtained from non-toxic reducing agent and toxic. Thus,
the replacement of a toxic reducing agent ascorbic acid in the extraction of zein
storage can be an alternative to the use of zein to extend directly in the
production of biofilms for food use and purpose of coating of medicinal products

for oral use.
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1- INTRODUCAO

Prolaminas sdo proteinas de armazenamento do endosperma, respondendo por
cerca de 40% da proteina total na maioria das sementes de cereais (GIUBERTI et al,
2011) e sao ricas nos aminodcidos prolina e glutamina (SHEWRY et al., 1999). No
milho, as prolaminas sdo denominadas zeinas e correspondem a cerca de 70% das
proteinas do endosperma do milho convencional (BICUDO et al, 2006; SCRAMIN et
al, 2007), podendo ser definidas como proteinas de reserva (WANG e PADUA, 2005).

Trés grupos estruturalmente distintos, nomeados de o, B e y-zeina, foram
classificados de acordo com uma nomenclatura amplamente aceita (ESEN, 1986). Um
quarto grupo compreendendo duas proteinas, a d-zeina de 10 kDa (KIRIHARA et al.,
1988) e a 0-zeina de 18 kDa (WOO et al., 2001) foi depois adicionado a familia das
prolaminas do milho. Tais proteinas zeina diferem entre si pela sequencia de
aminodcidos, caracteristicas de solubilidade, ponto isoelétrico e composi¢ao
polipeptidica (ESEN, 1986; SHEWRY e TATHAM, 1990).

As o-zeinas sdo caracterizadas por duas bandas 19KDa e 22KDa, na
eletroforese em gel contendo dodecil sulfato de sédio (SDS/PAGE); sendo similares em
sequéncia e solubilidade, diferindo apenas no tamanho. Tais proteinas, que constituem
de 75 a 85% das zeinas totais, sdo ricas em residuos de aminodcidos apolares e sio,
portanto, insoluveis em 4agua e soliveis em solugdes alcodlicas (BICUDO et al, 2006;
FORATO, 2000). Por sua vez, B-zeina corresponde as bandas de 14 e 16 kDa,
representam de 10 a 15% da fracdo total e s@o soluveis em alcool hidratado apds uso de

agentes redutores. Ja a y-zeina apresenta banda em 28 kDa na eletroforese, representa de
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5 a 10% das zeinas totais e, para solubilizacdo dessa proteina, tanto em dlcool 70%
como em agua, ¢ necessdrio o uso de agentes redutores para rompimento das ligacdes
dissulfeto. Por fim, a 9-zeina equivale a banda de 10 kDa e representa somente tragos da
fracdo total de zeinas; assim como as zeinas P, y, sdo extraidas somente com reducao
das ligacdes de dissulfeto (BICUDO et al, 2006; SHEWRY et al, 1990), sendo usado
tradicionalmente o beta mercaptoetanol (ESEN, 1986).

Zeina € uma das proteinas mais hidrofébicas de cereais, apresentando
hidrofobicidade média de 1,365 J/mol. A alta propor¢do de residuos de aminodcidos nao
polar € o responsavel pela hidrofobicidade da zeina. A ordem de hidrofobicidade das
fragdes de zeina ¢ maior para y ¢ d-zeinas do que a zeina, a qual ¢ apresenta maior
hidrofobicidade que B-zeina (HOLDING e LARKINS, 2009).

Esse grupo de proteinas foi isolado pela primeira vez por Gorham (1821) em
milho integral usando solu¢do aquosa de etanol e a primeira patente para o método
comercial de extracdo de zeina foi concedida a Osborne (1891). Desde entdo diferentes
procedimentos utilizando diferentes solventes para extrair as proteinas dos cereais sao
relatados na literatura, apesar da auséncia de um método de referéncia (AGBOOLA e
MILLS, 2005; GIUBERTI et al, 2011), nos quais fatores como concentracio e tipo de
solvente, temperatura e tempo da extragdo variam com o intuito de aumentar a
eficiéncia do processo. O método usado para isolar as proteinas tem efeitos importantes
nas suas propriedades (AGBOOLA e MILLS, 2005).

Atualmente, o ensaio de Landry e Moureaux (1970) é reconhecido por extrair
zeina como um método de fracionamento convencional (HAMAKER et al., 1995), mas
¢ raramente usado nos laboratérios porque € considerado trabalhoso e demorado
(LANDRY et al., 2000). Modifica¢des no processo do método de extragao de Landry e
Moureaux (1970) foram avaliadas (WALLACE et al., 1990; HAMAKER et al., 1995;
LANDRY et al., 2000).

Das proteinas do milho, 85 a 90 % compdem a fracdo glutelina e prolamina,
soluveis em solucdes alcalina e alcodlica, respectivamente (KAMPEN, 1995). Na
maioria dos trabalhos encontrados sobre a extra¢do quimica das proteinas de cereais, o
etanol e uma solu¢do de hidréxido de sédio sdo empregados como solventes em
concentragdes variadas (LANDRY & MOUREAUX, 1970; PAULIS & WALL, 1977;
NEWMANN & WALL, 1984; LANDRY, 1997; YOUSIF & TINAY, 2000; FAGEER
& TINAY, 2004). Em alguns casos o etanol é empregado isoladamente com o objetivo

de extrair as zefnas do milho. Alguns autores utilizaram o cloreto de s6dio com o
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hidréxido de sédio e/ou etanol (LANDRY & MOUREAUX, 1970; PAULIS & WALL,
1977, NEWMANN & WALL, 1984; LANDRY, 1997; YOUSIF & TINAY, 2000;
FAGEER & TINAY, 2004).

A extracdo da zeina pode ser feita a partir de todos os co-produtos do milho,
mas a zeina comercial € normalmente produzida a partir do gliten de milho. A maioria
das extracdes da prolamina do milho tem sido baseada em extracdo por solu¢do aquosa
de etanol, mas muitos outros solventes podem solubilizar a zeina. Sistemas de extracao
de zeina tem sido otimizados para diferentes produtos e co-produtos do milho devido as
diferencas nas concentracdes de proteina e as condicdes de processamento
(ANDERSON e LAMSAL, 2011).

O 4cido ascorbico puro € sélido, branco, cristalino e muito solivel em 4gua.
Plantas e animais podem sintetizd-lo, com exce¢do de humanos, primatas e cobaias, que
ndo conseguem e necessitam obté-lo na dieta. A mais impressionante propriedade
quimica do ascorbato € a sua habilidade para agir como agente redutor (doador de
elétrons) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989), antioxidante e como agente
sequestrador em determinados alimentos (PARDI et al., 1996).

O beta-mercaptoetanol € um agente redutor que promove a reducdo das pontes
de enxofre, formadas pelos grupamentos sulfidrilas de cisteinas, presentes na enzima,
promovendo sua inibi¢do (FALKOSKI et al. 2006). De acordo com a diretiva Europeia
67/548/CEE e emendas, o beta-mercaptoetanol € toxico por inalagdo, em contato com a
pele e por ingestdo alem de ser irritante para a pele. Deste modo, o uso do beta-
mercaptoetanol é inadequado para qualquer tipo de extracdo para fins alimenticios e

deve ser substituido por um outro agente redutor nio téxico.

CH,OH
HC—OH
— |
HS(CH2):0H
OH OH
A B

Figura 2: Estrutura quimica do beta-mercaptoetanol (A) e do 4cido ascérbico (B)
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Tendo em vista a atuacdo do 4cido ascérbico como agente redutor, além de este
ser totalmente seguro para consumo humano, barato e bem aceito pelos consumidores
desejou-se fazer uso dessa substincia na extracio da zeina de milho, visto que eventuais
residuos presentes no produto final (como filmes biodegraddveis fabricados a partir
dessa proteina) decorrente do processo de extra¢do nao afetaria a saide humana. Sendo
assim, o presente trabalho objetivou comparar uma nova metodologia de isolamento de
zeina que se extraia todas as subunidades da zeina substituindo o agente redutor beta
mercaptoetanol pelo dcido ascérbico as ja existentes na literatura, bem como verificar os

perfis eletroforéticos e o teor das prolaminas extraidas.
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2- MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Qualidade de Graos do
Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo da Embrapa, situado em Sete Lagoas —
MG e no Laboratério de Enzimologia, Bioquimica de Proteinas e Peptideos do Instituto
de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO) da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), em Vicosa - MG.

2.1- Preparo da amostra

Para a andlise dos métodos de extracdo de zeinas foi utilizada amostra do
cultivar de milho BRS1060. Foram analisadas amostras do milho integral e do
endosperma. Para as andlises com o milho integral os graos foram selecionados, moidos
em moinho ciclone utilizando peneira de 0,5mm e armazenadas em freezer. Para as
andlises com o endosperma, os graos de milho foram selecionados e deixados de molho
em agua destilada por 3 horas. O endosperma foi retirado manualmente, grao a grao,
utilizando bisturi. O endosperma foi seco em estufa seca por 1 hora a 40°C, moido e
armazenado em freezer.

Para extracdo de lipidio, quando necessério, a farinha foi tratada com 1 mL de
hexano, a temperatura ambiente durante 15 minutos, com leves agitaches, e

centrifugadas logo ap6s a 9000 rpm/5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi

deixado para secar overnight.
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2.2- Solventes de extracao das zeinas do milho

A extracdo de zeina foi feita utilizando dois solventes diferentes, etanol 70% e
isopropanol 55%, e utilizando amostras integrais ou desengorduras para verificar em
qual dos casos hd maior extragdo proteica.

As extragdes foram de acordo com o Quadro 1:

Quadro 1: Amostras utilizadas e os seus respectivos solventes de extracao

Amostra Lipidio Solvente Extrator
Isopropanol 55%
Desengordurado
Etanol 70%
Endosperma
Isopropanol 55%
Integral
Etanol 70%
Isopropanol 55%
Desengordurado
Etanol 70%
Grao Inteiro
Isopropanol 55%
Integral
Etanol 70%

2.3- Métodos de extracao de zeina

Foram utilizados quatro métodos diferentes para isolamento da zeinas, sendo

trés ja conhecidos na literatura e um método modificado a ser testado, descritos a seguir:

2.3.1- Método de Hamaker et al (1995)

As protefnas do milho foram fracionadas em zeinas e ndo zeinas pelo método
descrito por Hamaker (1995). Utilizou-se 100 mg das amostras pesadas em balanca
analitica em papel manteiga e transferida cuidadosamente para tubos Eppendorf. As
amostras foram extraidas por 1 hora sob pequena agitagcdo em minishaker a temperatura
ambiente com ImL de tampdo borato (12 mM de borato de s6dio + 1% SDS, pH 10) e
20pL de B-Mercaptoetanol. A suspensdo foi centrifugada a 12000 rpm por 15 min e o

sobrenadante foi transferido para outro microtubo. Este procedimento foi repetido
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utilizando o pellet anterior, adicionando da segunda vez apenas o tampao borato. Uma
aliquota de 300uL da mistura de sobrenadantes foi adicionado a 700uL de alcool etilico
absoluto, deixado por 2 horas sob pequena agitacdo no minishaker e centrifugada a
12000 rpm por 15 min. Do sobrenadante (ndo zeina), contendo fracdes de zeina e
nitrogénio ndo proteico, foi pipetado 200uL, adicionado a 1200uL de acetona P.A.
gelada (-20°C), incubado em gelo por 30 min e centrifugado a 14000 rpm por 15 min. O

sobrenadante foi descartado e o pellet (zeina) foi armazenado em freezer.

2.3.2- Método de Landry et al (2000)

Para a extracdo seguindo o método de Landry e Damerval (LANDRY et al,,
2000) foram utilizados 100 mg da farinha do milho. O processo de extracdo ¢é
sequencial, assim utilizou-se o precipitado da extracdo anterior como pellet da extracdo
seguinte. Durante toda a extra¢do sequencial a amostra foi frequentemente agitada em
vortex, para auxiliar a solubilizacdo das proteinas pelo reagente que estava sendo
utilizado. Apds o tempo de reacdo de cada fracdo protéica, a amostra foi centrifugada a
9.000 g durante 5 minutos.

Para a extracdo das globulinas, 1 mL de uma solu¢do 0,5 M de NaCl por 30
minutos a 4°C, foi adicionado a farinha seca. Este procedimento foi repetido duas vezes.
Os sobrenadantes obtidos apds centrifugacdao foram descartados. Em seguida, a fracdo
albumina foi extraida submetendo o pellet a uma nova extragdo com dgua Milli-Q por
15 minutos a 4°C, duas vezes. O sobrenadante da segunda centrifugacdo foi descartado.

As prolaminas foram obtidas em duas frac¢des, zeinas I e II. As zeinas I foram
extraidas misturando-se ao pellet anterior (que se formou da extra¢do da albumina) 1
mL de solu¢do 55% (v/v) 2-propanol e 0,6% (v/v) B-Mercaptoetanol por 30 minutos a
temperatura ambiente, este processo foi repetido duas vezes, os sobrenadantes obtidos
apos centrifugacdo foram misturados e armazenados a —70°C. As zeinas II foram
obtidas pela extracdo do pellet obtido com 1 mL de solucio 0,5M NaCl, pH 10
contendo 0,6% (v/v) B-Mercaptoetanol a temperatura ambiente por 30 minutos,
repetindo mais uma vezes. Apds este periodo, o extrato foi centrifugado e os

sobrenadantes obtidos foram armazenados a -20°C para andlise posterior.
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2.3.3- Método de Forato et al (2008)

As zeinas foram extraidas do endosperma do milho em p6 com solugdo de
etanol a 70% sob agitacdo por 24 horas. A solucdo de zeina em etanol 70%, apds
filtragem, foi colocada em rota-evaporador, a 40°C, para evaporacdo do dlcool e

precipitacdo das proteinas na dgua restante. Em seguida, as mesmas foram liofilizadas.

2.3.4- Método Modificado

Para extracdo da zeina, uma solu¢do de etanol 70% contendo 4cido ascérbico
foi adicionada ao milho integral moido, numa propor¢do de 10/1 (volume/peso), sob
agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente. Em seguida, a solucdo foi centrifugada

por 15 minutos a 9000 rpm. O sobrenadante foi liofilizado armazenado em freezer.

2.4- Caracterizacao das proteinas por SDS-PAGE

A caracterizacdo das fracdes de proteinas foi realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante na presenga de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE).
Foram utilizadas amostras de proteinas liofilizadas. As amostras foram desnaturadas em
banho maria a 97°C por cinco minutos em solucao de B-mercaptoetanol 5%; Tris-HCI
0,0625M (pH 6,8); glicerol 10%; SDS 2.3% (p/v); azul de bromofenol 0,1% (p/v) e
submetida a um choque térmico em banho de gelo. Aplicou-se um volume de 5,0uL de
cada amostra no gel.

A eletroforese foi conduzida em gel (SDS-PAGE) com gradiente de 6,0-15,0%,
imerso em solu¢do tampao Tris 0,025M; glicina 0,192M; SDS 0,1% (pH 8,8). Utilizou-
se um sistema descontinuo, constituido por 2 géis, sendo um de resolucdo (principal) e
outro de empacotamento (stacking gel) e conduzida em sistema vertical. As placas de
vidro, com espessura de 1mm, contendo os géis foram submetidas a corrente de 15 mA
até a entrada das amostras no gel principal e de 30mA até o final, por cerca de 2 horas.
A coloracao foi feita utilizando nitrato de prata, seguindo protocolo de BLUM et al
(1978).

Para a identificacdo das proteinas presentes nas amostras, foram utilizados
padrdes de peso molecular fornecido pela Fermentas Life Sciences (Unstained Protein

Molecular Weight Marker) contendo 7 proteinas com pesos moleculares de 14.4 a
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116.0kDa.. Os géis foram fotodocumentados e as imagens obtidas analisadas.

2.5- Determinacio do teor de proteina

A determinacdo de proteina foi feita pelo método de Dumas que consiste na
queima completa da matéria organica em temperatura de 700-750°C utilizando como
catalisador o 6xido cuiprico na presenca de oxigénio. Todo o nitrogénio presente na
amostra € transformado em géds de NO,, sendo posteriormente reduzidos a N, que

liberado, € determinado por condutividade térmica (LOPES e SANTANA, 2005).
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Comparacao entre os solventes extratores no isolamento da zeina

Diversas metodologias tém sido descritas para a extragdo quimica das
proteinas do milho, seja diretamente de graos macerados ou de seus derivados
industrialmente processados (LAWTON, 2002). A maioria desses processos tem por
base o uso de solucdes alcodlicas, de baixa polaridade, empregadas como solventes
(KAMPEN, 1995). Segundo determinacdes de Shukla (2000), as maiores eficiéncias de
extracdo de zeinas foram obtidas fazendo uso de etanol concentrado como solvente,
considerando que a fracdo solivel em dlcool constitui na maior parte (80-90%) das
proteinas presentes no milho, e a restante fracamente solivel em 4lcali.

O presente trabalho utilizou como solventes extratores o isopropanol aquoso
e o etanol aquoso, baseado no protocolo de Osborne (1924) que classifica as proteinas
do milho como com base na solubilidade em diferentes solventes, sendo as prolaminas
soluveis em solugdes alcoodlicas a 70-80%. A Tabela 2 mostra a porcentagem de
nitrogénio e proteina das amostras de milho extraidas por isopropanol 55% ou etanol
70% do milho integral ou do endosperma.

A zeina extraida do endosperma desengordurado por isopropanol 55% foi a
que obteve maior teor proteico (75,25% da amostra extraida) e a zeina extraida pelo
1sopropanol 55% do grao de milho desengordurado obteve o menor teor protéico

(32,14%). Esses resultados mostram que o teor de proteina foi maior quando extraida
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diretamente do endosperma, regido do milho onde se encontra a maior concentracao

proteica (WATSON, 2003).

Tabela 2 — Teor de nitrogénio e proteina de amostras de milho extraidas por diferentes
solventes.

Amostras Solvente extrator 90N % Proteina Extraida*
Grao de milho moido Isopropanol 55% 5,143 32,14
e desengordurado Etanol 70% 6,844 42,78
Grao de milho moido Isopropanol 55% 6,179 38,62
integral Etanol 70% 6,442 40,26
Endosperma do milho Isopropanol 55% 12,040 75,25
desengordurado Etanol 70% 11,330 70,81
Endosperma do milho Isopropanol 55% 11,650 72,81
integral Etanol 70% 8,229 51,43

*Teor de proteina convertido pela multiplicacdo da %N pelo fator 6,25

Comparando-se o atual experimento como o realizado por SHUKLA et al.
(2000) onde a recuperacao média das zeinas foi de 50,6 % do total das proteinas do
milho, utilizando-se o etanol a 70% por 30-40 min a uma temperatura de 50°C, pode-se
dizer que obteve-se uma extragdo proteica relativamente satisfatéria, mesmo naquelas
feitas no grao do milho integral utilizando etanol 70% (40,26%).

Os perfis proteicos obtidos apds extragdo da fracdo zeina podem ser
observados na Figura 3, que representa a foto do gel com as devidas marcacdes quanto
ao peso molecular das bandas proteicas do padrao utilizado e as bandas correspondentes
a cada subunidade da zeina.

A imagem do gel permitiu observar a presenga de bandas proteicas variando
entre 10kDa e 50kDa, podendo-se identificar quatro fracOes de zeinas, descritas
previamente na literatura. Diferencas no perfil das zeinas ndo foram observadas para
auséncia, presenca e intensidade de bandas, entre as oito amostras. Entretanto, nota-se
que a o-zefna apresentou maior numero de bandas, assim como mais intensas,

confirmando assim dados relatados na literatura.
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Figura 3: Mini gel (SDS/PAGE) de zeinas extraidas pelo método de Hamaker (1995), onde:
1- Endosperma desengordurado utilizando o isopropanol 55% como solvente extrator

2- Endosperma desengordurado utilizando o etanol 70% como solvente extrator

3- Endosperma integral utilizando o isopropanol 55% como solvente extrator

4- Endosperma integral utilizando o etanol 70% como solvente extrator

5- Grao desengordurado utilizando o isopropanol 55% como solvente extrator

6- Grao desengordurado utilizando o etanol 70% como solvente extrator

7- Grao integral utilizando o isopropanol 55% como solvente extrator

8- Grao integral utilizando o etanol 70% como solvente extrator

Apesar do teor de zeinas ter sido maior quando extraidas do endosperma, nao
houve diferenca no perfil eletroforético das mesmas. Deste modo, preferiu-se fazer as
extragdes subsequentes a partir do grdo de milho integral utilizando etanol 70% por ser

um processo mais fécil, rdpido e menos oneroso.

3.2- Comparacio entre os métodos de isolamento de zeina

As zeinas totais, que sdo extraidas com dlcool e agente redutor de ligagdes de
dissulfeto, s@o compostas de um grande ndmero de proteinas que tém sido
caracterizadas principalmente por eletroforese (SDS/PAGE). Nas zefnas sado
identificadas 6 fracOes com massas relativas de 10, 14, 16, 19, 22 e 28 KDa (PARRIS e
COFFIN, 1997; SHEWRY et al, 1990). Pela nomenclatura de Esen (1986) as zeinas sao
classificadas em 4 grupos (a, B, y € 8) que serdo apresentados a seguir.

Os pertis protéicos obtidos apds extragdo das zeinas podem ser observados na
Figura 4, que representa a foto do gel com as devidas marcacdes quanto ao peso
molecular das bandas protéicas do padrdo utilizado e as bandas correspondentes a cada

subunidade da zeina.
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Foram caracterizadas por eletroforese as zeinas extraidas do milho integral
moido por cinco métodos diferentes em comparagcdo com a zeina comercial existente no
mercado. Nos pocos 1 e 2 da figura 4 foram aplicados 10uL. do padrdao de peso
molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas Life Sciences) e
Sul de zeina obtidas da Sigma Aldrich, respectivamente. Nos pocos 3 a 7 foram

aplicados 5uL de zeina extraidas por diferentes métodos.

Marcador Comercial Modificado Hamaker Landryl LandryIl = Forato
116,0KDa w1 2 3 4 5 6 7

662 KDa -

45.0 KDa

35.0 KDa

Figura 4: Mini gel (SDS/PAGE) de zeinas extraidas por diferentes métodos. Gel de empilhamento 6% e
gel de separacdo 15% acrilamida - bis acrilamida. Corrida inicial a 20mA (atingir o gel de separacgdo) e
depois a 30mA, mantendo a voltagem constante no valor maximo. Volume aplicado/canaleta = SuL.
Padrao de peso molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas Life Sciences) =
10uL. Coloragio com prata.

A imagem do gel permitiu observar que a solucdo de etanol 70% adicionado
do agente redutor ndo téxico (Novo Método), assim como os métodos ji existentes,
permitiu extrair as quatro fracdoes de zeinas presentes no milho, sendo a- zeina-(PM =
19 e 22 kDa), B-zeina (PM = 14 kDa), y-zeina (PM = 27 kDa) e 8-zeina (PM = 10 kDa)
(ESEN, 1986). Esse padrao eletroforético nao diferiu daqueles das zeinas extraidas com
os demais métodos utilizando o agente redutor beta mercaptoetanol. Isso indica que o
processo de extracdo das proteinas foi bem sucedido.

Nota-se que apenas os métodos contendo agente redutor (Modificado, Hamaker

e Landry) conseguiram isolar a fracdo de aproximadamente 10 KDa (8-zeina), enquanto

43



a zeina comercial e a extraida pelo méto de Forato ndo apresentaram a d-zeina. Tal
fragc@o representa apenas tracos das zeinas totais.

Assim como as zeinas B e v, as 6-zeinas sdo extraidas somente com reducio das
ligagdes de dissulfeto. As d-zeina t€ém 129 residuos e ndo contém dominios de repeti¢ao.
Na regido central contém 17 das 29 metioninas, principalmente na forma de dublete M-
M, separado por 2 a 3 residuos. Sendo assim, considera-se a 6-zeina rica em metionina,
um aminodcido sulfurado (ALEXANDROV et al, 2009), que pode conferir maior
resistencia aos biofilmes a base de zeina devido as ligagdes dissulfeto. Sendo assim, o

uso do dcido ascérbico como agente redutor permite extrair a d-zeina.
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4- CONCLUSOES

Sendo os perfis eletroforéticos de zeinas extraidas com isopropanol e etanol
semelhantes para amostras de graos de milho integrais e endosperma, pode-se observar
entdo que a eficiéncia de extracdo de prolaminas do milho ndo € influenciada pela
substituicao do isopropanol pelo etanol. Esse resultado € considerado positivo por tornar
assim o processo de extragdo menos oneroso. Com relacdo a aplicacdo da etapa de
desengorduramento de amostras de milho integral ou endosperma, observou-se niao ser
necessdria para os fins de isolamento de zeinas.

A substitui¢do do agente redutor beta mercaptoetanol pelo dcido ascérbico na
extracdo de prolaminas de milho pode ser uma alternativa para utilizacdo da zeina

diretamente na produgdo de coberturas e biofilmes com finalidade de revestimento de

alimentos.
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CAPITULO 2

PERFIL ELETROFORETICO DE ZEINAS ISOLADAS DE DIFERENTES
ACESSOS DE GERMOPLASMA TROPICAL DE MILHO
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RESUMO

As zeinas, proteinas de reserva do milho, t€m sido bastante estudadas pelo interesse que
despertam tanto sob aspecto nutricional quanto tecnoldgico. Elas constituem uma
importante fonte protéica na dieta humana uma vez que apresentam cerca de 80% das
proteinas do milho. Estando presentes na alimentacdo humana, seja pelo consumo direto
ou pelo consumo de carne de aves e suinos que t€m sua alimentagdo a base de milho.
Sao polipeptideos de massa molecular de 10 a 28 KDa classificadas em a, B, y € 0
zeinas. As zeinas o sdo peptideos com massa molecular de 19 KDa (Z19) e 22 KDa
(Z22), insoldveis em dgua e soliveis em dlcool hidratado e representam de 75-85% da
fragdo de zeinas totais. As zeinas 3, Z14 e Z16, sao soliveis em alcool hidratado apds
uso de agentes redutores e representam de 10 a 15% do total das prolaminas. As zeinas
v, 228 e Z48, sdo soluveis em alcool e dgua apos redugao de pontes de dissulfeto (5-
10%) e as zeinas o (Z10), que sdo encontradas somente em baixa quantidade. O objetivo
deste trabalho foi avaliar diferentes acessos de milho do Banco de Germoplasma de
Milho quanto ao perfil eletroforético das zeinas, analisando possiveis distingdes entre
elas como subsidio para programas de melhoramento genético. Para extracdo das
proteinas os graos foram, primeiramente, dissecados para isolamento do endosperma.
Os endospermas obtidos de sete gendtipos individualmente foram moidos por um
moinho de martelo utilizando peneira de 2 mm e armazenado a -80°C. A extracdo das
prolaminas foi conduzida utilizando método modificado de extracdo desenvolvido,
utilizando 4cido ascérbico como agente redutor. A caracterizacdo das fracdes de

proteinas foi realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante na
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presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), em cuba vertical utilizando-se o
sistema de mini-gel. O perfil revelou a presenca de seis bandas protéicas variando entre
10kDa e 50kDa, podendo-se verificar as quatro fracdes de zeinas. A andlise do gel

demonstrou que os padrdes das zeinas diferiram entre os materiais avaliados.
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ABSTRACT

Zein, storage proteins of maize, have been extensively studied for the interest they
arouse both in technological and nutritional aspects. They are an important source of
protein in the human diet since they are about 80% protein corn. Being present in food,
either by direct consumption or the consumption of poultry and pigs that have their diet
based on corn. Are polypeptides of molecular weight 10-28 kDa classified as a, 3, y and
0 zein storage. The zein storage o are peptides with a molecular mass of 19 kDa (Z19)
and 22 kDa (Z22), insoluble in water and soluble in ethanol and represent 75-85% of the
total fraction of zein storage. The zein storage B, Z14 and Z16 are soluble hydrous after
the use of reducing agents and represent 10-15% of prolamine. The zein storage vy, Z28
and 748 are soluble in alcohol and water after reduction of disulfide bonds (5-10%) and
zein storage 6 (Z210), which are found only in small amounts. The objective of this study
was to evaluate different corn accessions from the genebank Corn on the electrophoretic
profile of zein storage, analyzing possible distinctions between them as support for
breeding programs. For protein extraction from the grains were first dissected to isolate
the endosperm. The endosperm obtained from seven genotypes were individually
ground by a hammer mill using a 2 mm sieve and stored at -80 ° C. The extraction of
prolamins was conducted using the new extraction method developed. The
characterization of the protein fractions was performed by electrophoresis on denaturing
polyacrylamide gel in the presence of sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) in the vat
vertical using the mini gel system. The profile revealed the presence of six protein

bands ranging from 10kDa and 50 kDa, and we can check the four fractions of zein
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storage. The analysis of the gel showed that the patterns of zein storage differ among the

materials evaluated.
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1- INTRODUCAO

O milho € provavelmente a espécie que conta com maior variabilidade genética
entre as plantas cultivadas; ja foram identificadas milhares de variedades. Essa cultura
também possui ampla adaptacdo ambiental, pois existem variedades de milho adaptadas
a diversas condigdes climadticas, altitudes e latitudes. O milho ainda possui grande
diversidade para caracteres quantitativos e qualitativos, incluindo a composi¢ao quimica
dos graos, a reacdo a doencas, a capacidade produtiva, a arquitetura de planta e o ciclo,
entre outros (PATERNIANI et al., 2000) .

Uma das formas de manter a variabilidade genética do milho é a producdo de
cultivares antigas, em dreas isoladas de outras lavouras de milho, por produtores rurais
(TEIXEIRA et al., 2005). Porém, esta manutencao, denominada on farm, tem se tornado
cada vez mais restrita, dado o interesse do agricultor em cultivares com maiores
potenciais de produtividade. Assim, a variabilidade genética do milho pode ser
adequadamente mantida em cole¢cdes denominadas bancos de germoplasma.

O trabalho pioneiro de manuten¢do do germoplasma de milho no Brasil foi
realizado pela ESALQ (Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz) em 1952,
quando se efetuou estudo das ragas existentes no Brasil e coletas de variedades crioulas
e indigenas. Essas coletas englobaram mais de 3000 amostras, que foram armazenadas
no banco de germoplasma do Departamento de Genética da Esalq, cultivadas e
avaliadas quanto a algumas de suas caracteristicas morfolégicas e agrondmicas. A partir
do final da década de 70, o Banco de Germoplasma de Milho vem sendo mantido pela

Embrapa (PATERNIANI et al., 2000). A colec@o € classificada em colecdo base e
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colecdo ativa, que sdo mantidas pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e
pela Embrapa Milho e Sorgo, respectivamente. No caso do Banco de Germoplasma de
Milho, as cole¢des base e ativa, salvo casos de introdugdes recentes.

As zeinas, proteinas de reserva do milho, t€ém sido bastante estudadas pelo
interesse que despertam tanto sob aspecto nutricional quanto tecnolégico. Elas
constituem uma importante fonte proteica na dieta humana uma vez que apresentam
cerca de 80% das proteinas do milho. Estando presentes na alimentacdo humana, seja
pelo consumo direto ou pelo consumo de carne de aves e suinos que tém sua
alimentacdo a base de milho (BICUDO et al, 2006).

Sao polipeptideos de massa molecular de 10 a 28 KDa classificadas em a, B, y
e O zeinas. As zeinas o sdo peptideos com massa molecular de 19 KDa (Z19) e 22 KDa
(Z22), insoliveis em dgua e soldveis em dlcool hidratado e representam de 75-85% da
fragdo de zeinas totais. As zeinas B, Z14 e Z16, sao soltiveis em alcool hidratado apds
uso de agentes redutores e representam de 10 a 15% do total das prolaminas. As zeinas
v, 228 e Z48, sdo soluveis em alcool e agua apos redugao de pontes de dissulfeto (5-
10%) e as zeinas o (Z10), que sdo encontradas somente em baixa quantidade (FORATO,
2000; SHEWRY et al, 1990).

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes acessos de milho pertencente ao
Banco de Germoplasma de Milho da Embrapa Milho e Sorgo quanto ao perfil
eletroforético das zeinas, analisando possiveis distin¢gdes entre elas como subsidio para

programas de melhoramento genético.
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2- MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Qualidade de Graos do
Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo da Embrapa, situado em Sete Lagoas —
MG e no Laboratério de Enzimologia, Bioquimica de Proteinas e Peptideos do Instituto
de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO) da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), em Vicosa - MG.

2.1- Preparo da amostra

Foram analisados 74 acessos pertencentes ao Banco Germoplasma da Embrapa
Milho e Sorgo. Para as andlises com o milho integral os grdos foram selecionados,
moidos em moinho ciclone utilizando peneira de 0,5mm e as amostras obtidas foram

armazenadas em freezer (-20°C).

2.2- Métodos de extracao de zeina

Foi utilizado o Método Modificado para isolamento da zeinas de todos os
acessos do Banco Germoplasma, onde uma solu¢do de etanol 70% contendo acido
ascorbico foi adicionada ao milho integral moido, numa propor¢cio de 10/1
(volume/peso), sob agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente. Em seguida, a
solucdo foi centrifugada por 15 minutos a 9000 rpm. O sobrenadante foi liofilizado e

armazenado em freezer (-20°C).
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2.3- Caracterizaciao das proteinas por SDS-PAGE

Para comparar se havia diferenca entre as subunidades da zeina extraida de
cada amostra de milho, a caracterizacdo das fragdes proteicas foi realizada por
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante na presenga de dodecil sulfato de
s6dio (SDS-PAGE). Foram utilizadas amostras de proteinas liofilizadas para o método
X. As amostras foram desnaturadas em banho maria a 97°C por cinco minutos em
solu¢do de B-mercaptoetanol 5%; Tris-HCI1 0,0625M (pH 6,8); glicerol 10%; SDS 2.3%
(p/v); azul de bromofenol 0,1% (p/v) e submetida a um choque térmico em banho de
gelo. Aplicou-se um volume de 5,0uL de cada amostra no gel.

A eletroforese foi conduzida em gel (SDS-PAGE) com gradiente de 6,0-15%,
imerso em solucao tampao Tris 0,025M; glicina 0,192M; SDS 0,1% (pH 8,8). Utilizou-
se um sistema descontinuo, constituido por 2 géis, sendo um de resolucdo (principal) e
outro de empilhamento (stacking gel) e conduzida em sistema vertical. As placas de
vidro, com espessura de 1mm, contendo os géis foram submetidas a corrente de 15 mA
até a entrada das amostras no gel principal e de 30mA até o final, por cerca de 2 horas.
A coloragdo foi feita utilizando nitrato de prata, seguindo protocolo de BLUM et al
(1978).

Para a identificagdo das proteinas presentes nas amostras, foram utilizados
padrées de peso molecular fornecido pela Fermentas Life Sciences (Unstained Protein
Molecular Weight Marker) contendo 7 proteinas com pesos moleculares de 14.4 a

116.0kDa.. Os géis foram fotodocumentados e as imagens obtidas analisadas.
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s extracdo da zefna de cada acesso do Banco Germoplasma da Embrapa
Milho e Sorgo extraidas pelo Novo Método, utilizando etanol 70% e 4cido ascérbico
como agente redutor, as mesmas foram caracterizadas por eletroforese. Para isto foram
aplicados 5,0 pg de cada amostra em cada pogo. Os perfis proteicos das fracdes de zeina
podem ser observados nas Figuras 5 a 10 que representa fotos dos géis com suas

diferentes amostras aplicadas.

Marcador 1 2 3 4 5 6 7

o-zeinas

B-zeinas

Figura 5: Mini geis (SDS/PAGE) de zeinas extraidas pelo Novo Método. Gel de empilhamento 6% e
gel de separacdo 15% acrilamida - bis acrilamida. Corrida inicial a 20mA (atingir o gel de separacgdo) e
depois a 30mA, mantendo a voltagem constante no valor mdximo. Volume aplicado/canaleta = SpL.
Padrao de peso molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas Life Sciences) =
10uL. Coloragdo com prata.
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Marcador 23 24 25 26 27 28

- } o-zeinas

e
T YO L

Figura 6: Mini geis (SDS/PAGE) de zeinas extraidas pelo Novo Método. Gel de empilhamento 6% e
gel de separacdo 15% acrilamida - bis acrilamida. Corrida inicial a 20mA (atingir o gel de separacgdo) e
depois a 30mA, mantendo a voltagem constante no valor mdximo. Volume aplicado/canaleta = SuL.
Padrao de peso molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas Life Sciences) =
10uL. Coloragdo com prata.

Marcador 47 48 49 50 51 52 53

v ‘ W} a-zeinas
Pl S

"""""--‘—--—

Figura 7: Mini geis (SDS/PAGE) de zeinas extraidas pelo Novo Método. Gel de empilhamento 6% e
gel de separag@o 15% acrilamida - bis acrilamida. Corrida inicial a 20mA (atingir o gel de separagdo) e
depois a 30mA, mantendo a voltagem constante no valor mdximo. Volume aplicado/canaleta = SpL.
Padrao de peso molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas Life Sciences) =
10pL. Coloracdo com prata.
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Marcador 54 55 56 57 58 59 60

o-zeinas

Figura 8: Mini geis (SDS/PAGE) de zeinas extraidas pelo Novo Método. Gel de empilhamento 6% e
gel de separacdo 15% acrilamida - bis acrilamida. Corrida inicial a 20mA (atingir o gel de separagio) e
depois a 30mA, mantendo a voltagem constante no valor maximo. Volume aplicado/canaleta = SuL.
Padrdo de peso molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas Life Sciences) =
10uL. Colorag¢do com prata.

Marcador 61 62 63 64 65 66 67

o-zeinas

Figura 9: Mini geis (SDS/PAGE) de zeinas extraidas pelo Novo Método. Gel de empilhamento 6% e
gel de separac@o 15% acrilamida - bis acrilamida. Corrida inicial a 20mA (atingir o gel de separagdo) e
depois a 30mA, mantendo a voltagem constante no valor maximo. Volume aplicado/canaleta = SpL.
Padrdo de peso molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas Life Sciences) =
10pL. Coloracdo com prata.
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Marcador 68 69 70 71 72 73 74

+ a-zeinas

Figura 10: Mini geis (SDS/PAGE) de zeinas extraidas pelo Novo Método. Gel de empilhamento 6% e
gel de separacdo 15% acrilamida - bis acrilamida. Corrida inicial a 20mA (atingir o gel de separagdo) e
depois a 30mA, mantendo a voltagem constante no valor mdximo. Volume aplicado/canaleta = SuL.
Padrao de peso molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas Life Sciences) =
10uL. Colorag¢io com prata.

A importancia de se analisar as fracdes de zeina de cada acesso do Banco
Germoplasma € que a diferenca dessas pode gerar caracteristicas distintas no produto
final apds a aplicacdo dessas zeinas. As fracdes das zeinas observadas foram a a, 3, y e
0.

As zefnas o compreendem as proteinas de 19 KDa (Z19) e 22 KDa (Z22)
constituindo de 75 a 85% das zeinas totais. A eletroforese (SDS/PAGE) da fracdo
solivel em dlcool apresenta bandas variando de 19-22 KDa (Z19) e de 22-26 KDa
(Z22). A andlise dos DNA complementares (cDNA) e genes revelaram que essas
proteinas continham 210-220 e 240-245 amino4cidos, e apresentaram estruturas muito
similares. Os aminodcidos apolares alanina (A), glicina (G), isoleucina (I), leucina (L),
metionina (M), fenilalanina (F), prolina (P) e valina (V) somam 60% dos residuos totais
nesta seqiiéncia da Z19 e 65% na Z22. Os teores de glutamina nestas sequéncias da Z19,
e Z22 sdo 18 e 19%, respectivamente (LASZTITY, 1996; SHEWRY et al, 1994).

As zeinas P correspondem aos grupos protéicos de 14 e 16 KDa, representam
de 10 a 15 % das zeinas totais e sdo extraidas somente na presenca de agentes redutores.
As proteinas contém cerca de 160 aminodcidos e sdo ricas em metionina (18 residuos) e
cisteina (7 residuos). Nao tém similaridade estrutural com as zeinas o e ndo apresentam

repeticdes homdlogas o que ndo é comum nas prolaminas. As metioninas estdo reunidas
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principalmente entre os residuos 121 a 132. Estudos realizados em fracdes purificadas
de zeinas f demonstraram que t€m pouco contetido de a hélices, sendo a maior parte de
folhas B (33 e 55 % com dois métodos de desconvolucio) e estruturas nio periddicas
(voltas B e desordenadas) (LASZTITY, 1996; SHEWRY et al, 1994; WU et al, 1983).

A zeina y apresenta banda em 28 KDa no gel de SDS/PAGE e € conhecida
como glutelina 2. Para a solubilizacdo dessa proteina, tanto em dlcool 70% quanto em
agua, é necessdrio o uso de agentes redutores de ligacdo de dissulfeto. Elas representam
de 5 a 10% das zeinas totais. Essa proteina tem 65 % de residuos apolares, 15% de
residuos de glutamina e 7 residuos de cisteina. Andlises das zeinas y indicaram que
quando estdo juntas com as zeinas B tém alto teor de estruturas hélices a (51%) e baixo
teor de folhas p (14%), quando separadas, as zeinas yapresentaram 26% de hélices a e
23% de folhas B (LASZTITY, 1996; SHEWRY et al, 1994; LARKINS et al, 1993; WU
et al, 1983).

As zeinas & correspondem a banda de 10 KDa na SDS/PAGE. Representam
apenas tracos das zeinas totais. Assim como as zeinas 3 e y s@o extraidas somente com
reducdo das ligagdes de dissulfeto. As zeinas 6 tém 129 residuos e ndo contém dominios
de repeticdo. Na regido central contém 17 das 29 metioninas, principalmente na forma
de dublete M-M, separado por 2 a 3 residuos (LASZTITY, 1996; SHEWRY et al,
1994).

Pode-se observar pela Figura 5 que aparentemente as amostras 1 e 4
apresentam maior teor de a-zeinas pela maior intensidade nas bandas e essas mesmas
amostras foram as Unicas que apresentaram tracos de P-zeina. Na Figura 6 todas as
amostras apresentaram grande intensidade nas bandas de a-zeinas e todas as amostras
apresentaram [-zeina em um intensidade considerdvel. Na Figura 7 todas as amostras
apresentaram menor intensidade nas bandas de a-zeinas e todas as amostras também
apresentaram f-zeina em um intensidade considerdvel. Aparentemente na Figura 8 todas
as amostras obtiveram as fracdes de a, B e y zeinas. As amostras das Figuras 9 e 10
apresentaram apenas o-zeinas. Deste modo Os perfis revelaram a presenca de bandas
proteicas variando entre 10kDa e 50kDa. Diferencas no perfil das proteinas foram
observadas, entre as amostras distintas, para auséncia, presenca e intensidade de bandas.

Nota-se que a o-zeina apresentou maior numero de bandas, assim como mais
intensas em todos os géis. Sendo assim, pode-se afirmar que existem nessas amostras
um teor considerdvel dos aminodcidos apolares alanina, glicina, isoleucina, leucina,

metionina, fenilalanina, prolina e valina. Em algumas amostras foram notadas
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consideraveis bandas de [-zeinas, o que indica que essas amostras do Banco

Germoplasma sdo ricas em metionina e cisteina.

63



4- CONCLUSOES

A andlise dos géis demonstrou que os padrdes das zeinas diferiram entre os
materiais avaliados. Tais diferencas no perfil eletroforético das zeinas extraidas dos
diferentes acessos do Banco Germoplasma pode levar a uma alteracdo nas propriedades

dos biofilmes elaborados a partir deles, o que seria ttil para a melhoria dos mesmos.
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CAPITULO 3

COMPARACAO ENTRE BIOFILMES PRODUZIDOS A PARTIR DE ZEINA
COMERCIAL E ZEINA EXTRAIDA PELO METODO MODIFICADO
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RESUMO

Filmes biodegraddveis que sdo produzidos a partir de fontes renovdveis tem sido foco
de estudos na drea de embalagem de alimentos durante muitos anos. Filmes a base de
biopolimeros podem ser produzidos a partir de proteinas, polissacarideos, lipidios ou
combinacdes destes. A zeina, proteina de armazenamento do milho (Zea mays), é
adequada para a formulacdo de revestimentos comestiveis. Devido a presenga de
residuos de aminoacidos apolares, a zeina € uma proteina hidrofébica e € solivel em
dlcool. Quando misturado com um plastificante, a zeina pode ser transformada em
filmes flexiveis, seldvel pelo calor. As propriedades funcionais de filmes, tais como
propriedades de barreira e de estabilidade estdo relacionadas com a organizacdo
molecular de biopolimeros utilizados durante a formag¢do da pelicula. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas fisicas de um filme produzido a partir
de zeina pura. Os filmes foram produzidos através da utilizacdo de zeina pura.
Formulagdes com zeina em concentragdo de 20%, em peso, solubilizado em etanol
70%, e glicerol (12%) foram preparadadas. Os filmes foram submetidos a andlises
instrumentais de cor, opacidade e espessura. Os resultados mostraram que o filme com
maior espessura, possui coloracao mais intensa e € mais opaco. A analise mostrou que o
filme mais espesso parece ser mais maledvel e menos quebradico. Portanto, mais
estudos tém de ser feitos para melhorar as caracteristicas desejaveis, tais como
flexibilidade e transparéncia, uma vez que sdo caracteristicas essenciais para aplicacdao

do filme em produtos alimenticios.
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ABSTRACT

Biodegradable films which are produced from renewable sources have been the core of
food packaging studies for many years. Biopolymer based films can be produced from
proteins, polysaccharides, lipids or combinations of these. The maize (Zea mays)
storage-protein zein is suitable for formulating shiny edible coatings. Because of the
presence of apolar amino acid residue, zein is a hydrophobic protein and is soluble in
alcohol. When blended with a plasticizer, zein can be transformed in flexible, heat-
sealable films. The functional properties of films such as barrier properties and stability
are related to the molecular organization of biopolymers used during film formation.
Therefore, the aim of this study was to assess the physical characteristics of a film
produced from purified zein. Films were produced by the use of purified zein.
Formulations with zein concentration of 20% by weight, solubilized in a 70% ethanol,
and glycerol (12%) was prepared. The films were subjected to colorimetry, opacity,
thickness and subjective analysis. Results showed that the thickness greater, more
intense staining and more opaque is the film. Subjective analysis showed that the film
thicker seems to be more malleable and less brittle. Therefore, more studies need to be
made to improve desirable characteristics such as flexibility and transparency, since

they are essential characteristics of the film for application in food products.
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1- INTRODUCAO

O uso de filmes e coberturas comestiveis em produtos alimenticios parece uma
técnica recente, no entanto, a aplicacdo de ceras em frutas citricas vem sendo utilizada
desde os séculos XII e XIII na China, para retardar a desidratacdo e melhorar a
aparéncia das mesmas (DEBEAUFORT et al,.1998).

Embora os termos filmes e coberturas comestiveis sejam muitas vezes
utilizados indiscriminadamente, a diferenca basica € que os filmes sdo pré-formados,
separadamente, e aplicados posteriormente sobre o produto. J4 as coberturas sdo
formadas sobre a prépria superficie do alimento, o que pode ser efetuado, por exemplo,
por imersao ou aspersio (KESTER e FENNEMA, 1986; KROCHTA; MULDER-
JOHNSTON, 1997). Filmes e coberturas podem ser classificados em comestiveis e/ou
biodegraddveis, dependendo dos constituintes utilizados para sua producdo e da
quantidade das substancias empregadas (SHIH, 1996).

Existe um grande interesse no desenvolvimento de biofilmes comestiveis ou
degradaveis biologicamente, principalmente devido a demanda por alimentos de alta
qualidade, preocupacdes ambientais sobre o descarte de materiais ndo renovaveis
(utilizados como embalagem para alimentos) e oportunidades para criar novos mercados
de matérias-primas formadoras de filme, como hidrocoléides e lipidios (PALMU,
2003).

Os filmes e coberturas possuem a fun¢do de inibir ou reduzir a migracdo de
umidade, oxigénio, diéxido de carbono, lipidios, aromas, dentre outros, pois promovem

barreiras semipermedveis. Além disso, podem transportar ingredientes alimenticios
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como: antioxidantes, antimicrobianos e flavorizantes, e/ou melhorar a integridade
mecanica ou as caracteristicas de manuseio do alimento (KROCHTA e MULDER-
JOHNSTON, 1997). A utilizacdo de filmes e coberturas comestiveis estd relacionada
com sua capacidade de agir como um adjunto para promover maior qualidade,
estendendo a vida de prateleira e possibilitando a economia com materiais de
embalagem final (KESTER e FENNEMA, 1986).

Os biopolimeros mais utilizados na elaboracdo de filmes e coberturas
comestiveis sdo as proteinas (gelatina, caseina, ovoalbumina, gliten de trigo, zeina e
proteinas miofibrilares), os polissacarideos (amido e seus derivados, pectina, celulose e
seus derivados, alginato e carragena) e os lipidios (monoglicerideos acetilados, dcido
estedrico, ceras e ésteres de dcido graxo) ou a combina¢do dos mesmos (CUB et al,
1995).

As aplicacdes para os filmes de proteinas sdo indmeras, desde filmes para a
agricultura, coberturas comestiveis e ainda podem ser associados com outros materiais
para a obtencdo de embalagens para alimentos, proporcionando a diminuicdo na
utilizacdo de materiais ndo biodegradaveis (TROPINI et al., 2004; THARANATHAN
2003). Filmes de proteinas podem funcionar como excelentes barreiras a umidade,
oxigénio, flavors e aromas protegendo a qualidade de alimentos e outros produtos. Além
disso, podem também promover protecdo mecanica a alimentos e drogas e funcionar
como portadores de aditivos, tais como antioxidantes e substancias antimicrobianas.
(KESTER e FENNEMA, 1986; GENNADIOS, 1997; HAN, 2000). Quando um filme
de proteinas previne a troca de umidade, oxigénio e aromas entre o alimento € o meio
ambiente, a qualidade e a vida de prateleira deste alimento sdo significativamente
melhoradas. Além disso, apds a embalagem ser aberta, um filme biodegraddvel pode
continuar a proteger o alimento (NAYAK, 1999).

As protefnas do milho sdo ricas em residuos de aminodcidos apolares como
leucina, alanina e prolina e sdo, portanto insoldveis em dgua e soliveis em solucdes
aquosas de etanol a 70%. Essa caracteristica confere as zefnas um cardter fortemente
hidrofébico, sendo capazes de formar filmes biodegradaveis que atuam como barreiras a
umidade e ao oxigénio. Esses filmes sdo usados na cobertura de medicamentos e
alimentos in natura, em fun¢do da sua ndo toxicidade, biodegradabilidade e por serem
oriundos de fontes renovaveis (FORATO, 2000).

Os revestimentos a base de zeina de milho formam cobertura insipida, dura e

transparente e apresentam estabilidade em alta umidade e calor, sendo normalmente
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usados para cobertura de doces, frutas secas, nozes, arroz, sementes e tabletes
farmacéuticos. Um beneficio adicional da zeina € sua resisténcia natural ao ataque
bacteriano e de alguns insetos (KLAHORST, 1999).

O biofilme da zeina é formado através do desenvolvimento de interacdes de
hidrogénio, hidrofébico e limitado pontes dissulfeto entre as cadeias de zeina
(GUILBERT, 1986; KROCHTA, 1997). Os filmes de zeina sdo frageis e, portanto,
plastificantes sdo necessdrios para melhorar a sua flexibilidade. Para torni-las mais
flexiveis, plastificantes sdo adicionados as proteinas, e incluem: propilenoglicol,
trietilenoglicol, polietilenoglicol, glicerol, dcidos levulinico e oléico, dgua, entre outros.
Esses, no entanto, podem tornar os filmes frageis demais para serem usados quando
usados em excesso. A propria dgua também pode ser um plastificante para a zeina. A
zeina € ainda higroscopica, significando que pode ganhar ou perder dgua para atingir o
equilibrio com o ar ambiente. A quantidade de 4gua absorvida ou perdida nesses filmes
¢ afetada pela umidade relativa do ar ambiente (LAWTON JUNIOR, 2004).

Neste sentido, o objetivo do trabalho foi primeiramente produzir filmes
biodegraddveis a partir de zeina comercial e a partir dai, com base nos melhores

resultados a partir de zeina isolada de pelo Método Modificado de extracao.
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2- MATERIAL E METODOS

O Trabalho foi conduzido no Laboratério de Enzimologia, Bioquimica de
Proteinas e Peptideos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria
(BIOAGRO) da Universidade Federal de Vicosa (UFV), em Vigosa, MG e no
Laboratorio de Qualidade de Graos Embrapa Milho e Sorgo Sete Lagoas — MG

2.1- Elaboracao dos biofilmes

Para a formagao dos filmes controle, foi utilizada a zeina comercial SIGMA
onde a mesma foi solubilizada em solugdo aquosa de etanol em banho maria a 50°C por
5 minutos. Em seguida foram lentamente acrescentados glicerol, como coadjuvante do
agente plastificante e o emulsificante. Essa solu¢do foi agitada a temperatura de 50°C
durante 5 minutos. A solu¢do foi entdo despejada sobre placas de polietileno com
espessura de 0,380 mm, aproximadamente, e 0 material mantido a temperatura ambiente
(25°C) sobre superficie nivelada durante 24 horas para secagem seguindo procedimento.
Apos a secagem, os filmes foram retirados e armazenados em dessecadores para
andlises posteriores (TTHMINLIOGLU et al. 2010 adaptado e KLEEN et al. 2002
adaptados).

Diferentes combinagdes foram realizadas com zeina comercial (2g), etanol

70% (10mL), glicerol (15% ou 30%) e um emulsificante (25% ou 50%).
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2.2- Caracterizacio dos biofilmes

Aspecto visual

Ap6s a secagem dos filmes foram realizadas andlises visuais e téteis visando
separar somente aqueles com boa homogeneidade. Os pardmetros considerados nessa
verificacdo foram: coloragdo, espessura, presenca de particulas insoldveis, continuidade
dos filmes, isto €, sem apresentar rupturas ou zonas quebradicas, a facilidade na sua
retirada da superficie, filmes com boa manuseabilidade quando retirado do suporte. Os
filmes e formula¢des que ndo apresentaram essas caracteristicas foram descartados uma

vez que poderiam comprometer os resultados.

Espessura

A andlise de espessura foi feita com o auxilio de um micrometro digital O-
25mm modelo DIGIMESS, realizando-se a média aritmética de cinco medicdes

aleatorias feitas nos filmes produzidos.

Cor

A andlise de cor foi feita com o auxilio de um colorimetro da KONICA
MINOLTA modelo CR 400. O sistema de cor CIELAB funciona como um tradutor
universal de linguas entre os dispositivos, permitindo controlar as cores que passam de
um dispositivo para outro, correlacionando os valores em RGB ou CMYK com os

valores em L* a* b*. A Figura 11 representa o modelo de CIELAB.

Figura 11 : Representacio tridimensional da cor CIELAB
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Angulo de contato

Andlises de angulo de contato foram feitas com um STANDARD

GONIOMETER modelo ndmero 200 - F1.
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os filmes utilizados para as andlises foram previamente -classificados
visualmente em relacdo a homogeneidade das amostras (livre de particulas insoldveis —
ndo interacdo com a matriz), espessura uniforme e boa maleabilidade.

Filmes feitos apenas com zeina comercial e etanol 70%, sem a adi¢do de
plastificante e emulsificante (CONTROLE) se apresentaram bastante quebradicos. Ja os
filmes que receberam essas duas substincias apresentaram-se com melhor
maleabilidade. Aqueles que receberam maior quantidade do emulsificante exibiram
maior maleabilidade do que os que receberam menor quantidade deste, entretanto
mostraram relativamente maior oleosidade que estes. Aparentemente o uso do
emulsificante melhorou, além da maleabilidade, a resisténcia dos filmes. A utilizagao da
zeina isolada em substituicdo a zeina comercial ndo foi capaz de formar filme.

A adicdo de plastificante influenciou a molhabilidade dos filmes. Este fato
pode ser explicado pela acdo do plastificante em uma matriz polimérica, que pode ser
entendida como moléculas que se ligam as cadeias principais enfraquecendo
predominantemente as ligacOes de hidrogé€nio que conferem estabilidade entre as
cadeias. Essas interacdes com as moléculas de plastificante reduzem as forgas
intermoleculares facilitando o deslocamento relativo das cadeias (SHAW et al, 2002).
Com o aumento da concentracdo de plastificante o espago entre as cadeias aumenta,
nestas condi¢cOes a difusdo € facilitada, elevando a penetracdo de moléculas de dgua para

o interior do filme (PARAMAWATI et al, 2001).
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Formulacdes que mostraram resultados melhores com relagdo a cor, espessura

e angulo de contato estdo na Tabela 3:

Tabela 3: Valores obtidos pela andlise de espessura, cor e angulo de contato de acordo

com a formulacdo dos biofilmes a base de zeina comercial ou isolada

Formulacoes Espessura Cor Angulo
(nm) de
Contato
Zeina Comercial (2,0g) + etanol 70% (10mL) 215 L =28,95° -
sem adi¢@o de plastificante (CONTROLE) % = _1.04°
b* =10,57°
Zeina Comercial (2,0g) + etanol 70% (10mL) 272 L =26,03° 18,68"
+ 15% de glicerol + 25% de emusificante a* = -0,49°
b* = 8,56°
Zeina Comercial (2,0g) + etanol 70% (10mL) 301 L=30,95"  857°
+ 15% de glicerol + 50% de emusificante a* = -0,89°
b* = 14,06
Zeina Comercial (2,0g) + etanol 70% (10mL) 333 L =4741° 24,82
+ 30% de glicerol + 25% de emusificante 2% = -1 36°
b* =29,86"
Zeina Comercial (2,0g) + etanol 70% (10mL) 377 L =44,05° 11,74¢
+ 30% de glicerol + 50% de emusificante % _ b
a* =-1,24
b*=29,11"
Zeina isolada pelo Novo Método (2,0g) + *k L= 30,10b *k
etanol 70% (10mL) + 15% de glicerol + 50% % _ f
. a* =0,08
de emulsificante)
b* = 14,34

**Nao houve resultado por nao ter havido formagdo de filme nessas condigdes.

Nao houve formacdo de filme utilizando a zeina isolada provavelmente pela
presenca do agente redutor dcido ascOrbico na solugdo filmogénica que impediu a
interacdo molecular. A anélise de cor neste material foi feita com a amostra na placa de

Petri e, provavelmente foi por essa razdo que foi encontrado um valor positivo para a*.
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Para avaliacdo da cor do material foi realizada leitura direta de reflectancia das
coordenadas L, a e b, sendo L relativo ao branco e negro (luminincia); a, ao vermelho e
verde, e b, ao amarelo e azul. Os filmes processados a partir de zeina com combinacdes
de etanol, glicerol e emulsificante apresentaram coloracdo amarelada, transparéncia e
brilho irregular. Os filmes que apresentaram coloragdo mais amarela foram aqueles
elaborados a partir de zeina comercial e com maior teor de glicerol (30%). O filme com
menor coloragdo amarela foi o filme elaborado a partir de zefna comercial com 15% de
glicerol e 25% de emusificante. A coloracdo amarela predominante no filme curado
deve-se a presenga de carotenoides na proteina, predominentemente [-caroteno,
zeaxantina e luteina em maior quantidade. Em aplicacdes comerciais as zeinas podem
ser descoloridas para a geracdo de membranas incolores (SESSA et al, 2003).

Com respeito ao aspecto topografico dos filmes, vemos na fotografia da Figura
12, duas imagens representativas do filme a base de zeina comercial com a adi¢do de
plastificante onde observa-se a formacdo de irregularidades topograficas em escala
microscopica, porém com auséncia de trincas. A formacdo de trincas no filme

inviabilizaria qualquer tipo de emprego e mesmo o seu manuseio

Figura 12: Fotografia do biofilme a base de zeina utilizando lente de aumento.

Com relacio ao angulo de contato observou-se que apds os primeiros segundos
de contato da gota com a superficie, hd um comportamento de recuo do angulo medido
com tendéncia a estabilizagdo apds aproximadamente alguns minutos. Este
comportamento, denominado receding (ou angulo de recuo), ocorre em todos os filmes
independentes do teor de plastificante e € um aspecto comum na maioria das superficies

biopolimericas (XINPING et al, 2005).
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Todas as combinacdes zeinas-plastificantes ensaiadas resultaram em peliculas
com deficiente solubilizacdo das proteinas adicionadas, ndo gerando uma solugdo
homogénea e, por conseguinte os filmes formados sdo altamente irregulares, seja na
espessura ou na distribuicdo da fracdo proteica. Na literatura encontramos descritos
processamentos de filmes a partir de zeinas em diversas concentracdes de proteinas,
embora a maioria esteja acima da solubilidade o que resulta em filmes ndo homogéneos
com clara separacdo de fases e propriedades mecanicas irregulares (LAl e PADUA,
1997). A medida que foi se acrescentando o plastificante e o emulsificante a espessura

do filme foi aumentando.
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4- CONCLUSOES

Bons resultados foram obtidos nas formula¢des dos biofilmes formados a partir
da zeina comercial, mas necessita-se de mais estudos para a diminui¢do da oleosidade
dos mesmos. Faz-se necessdrio também a investigacio do Método Modificado de
extracdo de zeina para que a proteina gerada seja capaz de formar o biofilme, resultado

ndo encontrado nesse trabalho.
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CAPITULO 4

AVAI;IA(;AO DE ATRIBUTOS DE QUALIDADE EM COBERTURAS
COMESTIVEIS A BASE DE ZEINA APLICADOS EM MILHO VERDE
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RESUMO

O milho verde colhido € altamente perecivel devido ao seu elevado teor de umidade, o
que torna seu periodo de comercializagdo bastante restrito exigindo precisio do
produtor na colheita, rapidez na comercializacdo e, para a industria, curto tempo de
utilizacdo das espigas. Um dos desafios neste segmento de mercado ¢ melhorar a
eficiéncia do produtor rural no processo de comercializacdo de sua producdo com
reducdo das perdas pds-colheita. Coberturas de proteinas sdo alternativas para a
conservacao de alimentos, podendo funcionar como excelentes barreiras a umidade,
oxigeénio, flavors e aromas protegendo a qualidade de alimentos e outros produtos. Além
disso, podem funcionar como portadores de aditivos, tais como antioxidantes e
substancias antimicrobianas. O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de
cobertura comestivel elaborada a partir de zeina, extraida do milho integral moido.
Posteriormente, a formulagdo foi utilizada como cobertura comestivel no aumento da
vida de prateleira de milho verde, mantidas sob-refrigeracao controlada durante 9 dias.
As zeinas utilizadas no preparo das solucdes filmogénicas foram extraidas dos milhos
BRS1060 (milho normal) e BR473 (milho com alto teor protéico) em solu¢do de etanol
70% e acido ascOrbico (agente redutor ndo téxico). A solucdo de zeina obtida foi
acrescida do plastificante glicerol para formacao da solugdo filomogénica. A cobertura
de zeina foi aplicada aos milhos verdes apds atingir temperatura ambiente, e embaladas
em bandejas por 9 dias. Foram analisados perda de massa, pH, umidade, acidez
tituldvel, cor e sélidos soluveis totais nas espigas de milho verde. Ficou evidenciado que

o armazenamento utilizando a cobertura de zeina foi eficiente para manter a umidade
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dos graos das espigas e aumentar a luminosidade e brilho. Esse aspecto ja é positivo
levando em considera¢do que a perda da umidade das espigas gera o murchamento dos
grao e, consequentemente, diminui¢do na vida de prateleira dos mesmos, assim como a
luminosidade melhora o aspecto visual das espigas. Sendo assim, sugere-se mais
estudos com relacdo a composicao da cobertura de zeina para que possa haver melhorias

em outros aspectos de conservagao.
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ABSTRACT

Harvested corn is highly perishable due to its high moisture content, which makes its
trading period requiring very limited accuracy of the producer harvest, rapid
commercialization, and for the industry, short-time use of spikes. One of the challenges
in this market segment is to improve the efficiency of farmers in the marketing process
for their production, reducing post harvest losses. Covers proteins are alternatives for
preserving food and can act as excellent barrier to moisture, oxygen, aromas and flavors
protecting the quality of food and other products. Furthermore, they can function as
carriers for additives such as antioxidants and antimicrobial compounds. The objective
of this study was the development of edible coating made from zein extracted from the
whole corn. Subsequently, the formulation was used as edible coating to increase the
shelf life of corn, kept under controlled-cooling for 9 days. The zein storage solutions
used in the preparation of film formation were extracted from corns BRS1060 (normal
corn) and 473 (corn with high protein) in 70% ethanol solution and ascorbic acid
(reducing agent is not toxic). The zein solution obtained was added to the formation of
glycerol plastizante solution. The coverage was applied to corn zein green after reaching
room temperature, and packaged in trays for 9 days. Were analyzed mass loss, pH,
moisture, acidity, color and soluble solids in the ears of corn. It was evident that the
storage using the cover of zein was effective to keep the ears of grain moisture and
increase the brightness and brilliance. This positive aspect is already taking into account
the loss of moisture from the spikes raises the shrinkage of the grain and thus loss of

shelf life thereof, and the brightness improved visual appearance of the spikes. Thus, it
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is suggested further studies with respect to the composition of zein cover so that there is

improvement in other aspects of conservation
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1- INTRODUCAO

Visando desenvolver e caracterizar biofilmes com o potencial de aplicacdo nos
setores alimenticios e agricola, vérios estudos foram realizados (BATISTA et al., 2005;
YU et al., 2006). No setor alimenticio, as pesquisas sobre embalagens estao focadas em
filmes e revestimentos comestiveis a base de biopolimeros, como proteinas,
polissacarideos e lipidios, que sdo biodegradados, dentro de um periodo
consideravelmente curto de tempo, contribuindo sobremaneira para a diminui¢do do
impacto ambiental (GONTARD, N. GUILBERT, S. 1995).

A diferenga entre cobertura e filme € que a primeira é uma fina camada de
material aplicado e formado diretamente na superficie do produto, enquanto que o
segundo € pré-formado separadamente e aplicado posteriormente sobre o produto
(GONTARD, N.; GUILBERT, S.1995; KROCHTA, J. M.; MULDER-JOHNSTON, C.
1997). Podem ser classificados em comestiveis e/ou biodegraddveis, dependendo dos
constituintes utilizados para sua producdo e da quantidade das substancias empregadas
(SHIH, 1996).

Quanto ao preparo, as formulagdes de filmes comestiveis e/ou biodegradaveis
devem incluir pelo menos um componente capaz de formar uma matriz adequada,
continua, coesa e aderente (GUILBERT e BIQUET, 1995). Entretanto, é necessaria a
utilizagdo de diversos componentes, sendo cada qual com a sua finalidade especifica. As
formulacdes sdo constituidas de pelo menos um agente formador de filme

(macromoléculas), solvente (4gua, etanol, dgua/etanol, entre outros), plastificante
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(glicerol, sorbitol, etc), agente ajustador de pH (dcido acético, NH4OH, etc) (BERTAN,
2005).

Os plastificantes tem como funcdo reduzirem as forcas de ligacdo entre
moléculas em sistemas de baixa umidade, aumentando a flexibilidade do filme
(VEIGA- SANTOS et al., 2005). Sao componentes de baixa volatibilidade os quais
podem ser adicionados para dar flexibilidade a um filme de polimero (KESTER e
FENNEMA, 1986). Caracterizam-se por ser um componente muito importante na
composi¢cdo do filme, uma vez que é exigido para superar a fragilidade e melhorar a
flexibilidade e extensibilidade dos filmes comestiveis (FAMA et al., 2005). Ou seja,
eles permitem a obtencdo de filmes menos frageis, mais flexiveis, mais suaves, e
eventualmente mais duros e resistentes. A reducdo das forcas intermoleculares entre as
cadeias do polimero e em consequéncia da coesdo do conjunto facilita a elongacdo do
filme e diminui sua temperatura de transicao vitrea, porém, pelo contrario, faz com que
diminuam as propriedades de barreira frente aos gases, vapores e solutos (GUILBERT e
BIQUET, 1995; VEIGA SANTOS et al., 2005).

Por promoverem barreiras semipermedveis, filmes e coberturas t€ém como
principal fun¢ao inibir ou reduzir a migracdo de umidade, oxigénio, didéxido de carbono,
lipidios, aromas dentre outros. Podem também transportar ingredientes alimenticios
como: antioxidantes, antimicrobianos e flavorizantes, e/ou melhorar a integridade
mecénica ou as caracteristicas de manuseio do alimento (PALMU, 2003). Os filmes e
revestimentos demonstram ser uma técnica persuasiva de preservacdo de frutas e
hortalicas mantendo a aparéncia fresca, a firmeza e o brilho, aumentando, assim, o valor
comercial (SOTERO, 2000).

A comercializac@o de hortaligas tem como limitante a rdpida perda de qualidade
p6s-colheita (DEL-VALLE, 2005; CIA et al., 2007). A eliminagdo ou minimizagao
destas perdas apresenta diversas vantagens, como: aumento no abastecimento de
produtos sem aumento da drea de cultivo, economia energética relacionada a fracdo de
sua producdo e comercializacdo, reducao da poluicdo e satisfacdo das necessidades do
consumidor com a mesma quantidade de energia, terra, dgua e trabalho (CHITARRA,
2005).

Um dos fatores considerados mais importante na conservacao de hortaligas € a
temperatura, a qual afeta diretamente os processos naturais de respiracao, transpiracao e
outros aspectos fisioldgicos (CORTEZ; HONORIO; MORETTI, 2002; PIZARRO,

2009). A medida que a temperatura ambiente aumenta a velocidade de deteriorizagdo

89



dos produtos alimenticios também aumenta, e consequentemente hd uma reducdo do
periodo de conservacdo do alimento. Portanto, sem o uso da refrigeracdo, as
deterioracdes sdo mais rdpidas devido a alta taxa metabdlica, com perdas de aroma,
sabor, textura, cor e demais atributos de qualidade. A taxa metabdlica deve ser mantida
em nivel minimo e suficiente para manter as células vivas, de forma a preservar a
qualidade dos produtos durante todo o periodo de armazenamento (CHITARRA;
CHITARRA, 2005).

Entretanto, para o armazenamento prolongado, somente a reducdo da
temperatura ndo € suficiente para manter a qualidade das hortalicas, sendo necessario
utilizar técnicas complementares, visando ao prolongamento da sua vida util
(MALGARIM et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de cobertura comestivel
elaborada a partir de zeina, extraida do milho integral moido. Posteriormente, a
formulacdo foi utilizada como cobertura comestivel no aumento da vida de prateleira de

espigas de milho verde, mantidas sob-refrigeracao controlada durante 9 dias.
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2- MATERIAL E METODOS

2.1- Milho verde

Foi utilizado o hibrido de milho (Zea mays) Doce Vivi, da Embrapa Milho e
Sorgo. Os hibridos foram plantados em maio de 2012 e o ponto de colheita de cada um
foi definido através de testes manuais (método pratico utilizado pelos colhedores de
milho verde). As colheitas foram realizadas manualmente nas primeiras horas da
manhd, sendo armazenados em caixas de isopor e imediatamente transportados ao
Laboratério Qualidade de Grao da Embrapa Milho e Sorgo.

As espigas ainda com palha foram submergidas em solu¢cdo aquosa com 100
ppm de cloro livre (50 mL de hipoclorito de sédio a 2% para 10 L de 4gua) por 15
minutos. Em seguida as espigas foram despalhadas e selecionadas de acordo com o grau
de maturacdo e o tamanho (ideal para comercializacdo igual ou maior que 18 cm). As
espigas despalhadas foram higienizadas com solucdo de hipoclorito de sdédio 20 ppm
(10 mL de hipoclorito de s6dio a 2% para 10 L de agua). As sanitizacdes foram
realizadas, conforme proposto pelo Programa Alimento Seguro (PAS) do SENAI
(Servico Nacional de Aprendizagem Industrial) para desinfec¢do de vegetais que sdo
destinados a processos térmicos, a exemplo do milho verde em conserva (GUIA, 2000).

Depois de sanitizadas as espigas foram mergulhadas na solu¢do filmogénica

por 10 minutos e em seguida embaladas nas bandejas j4 identificadas.
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2.2- Solucao filmogénica

As zeinas utilizadas no preparo das solugdes filmogénicas foram extraidas dos
milhos BRS1060 (milho normal) e BR473 (milho com alta qualidade proteica) em
solu¢do de etanol 70% e &4cido ascorbico como agente redutor. A solucdo de zeina
obtida foi acrescida do plastizante glicerol a temperatura de 55°C, sob agitacdo, por 5
minutos para formacgdo da solucdo filomogénica. A cobertura de zeina foi aplicada aos

milhos verdes apds atingir temperatura ambiente.

2.3- Preparo das bandejas

As espigas foram acondicionadas em bandejas de poliestireno, com dimensdes
de 23,5cm de comprimento e 18,2 cm de largura; sendo trés espigas por bandeja, de
acordo com os tratamentos listados na Tabela 4. Essas foram envoltas com filme
policloreto de vinila (PVC) de 18mm de espessura. Em seguida as bandejas foram
pesadas e armazenadas em BOD, marca Fricon, modelo CV1P-55 a temperatura de
5°C+2 , durante um periodo de 3, 6, ou 9 dias

Para cada dia de andlise todas as espigas de cada tempo/tratamento foram
debulhadas em debulhador automatico marca Mecamau Mod. D032, homogeneizadas,
quarteadas e uma parte triturada em moinho marca IKA All basic, para posteriores

analises do dia.

Tabela 4 — Numero de amostras de milho verde para cada tratamento de acordo de
acordo com o tempo a serem analisados.

Tempo (dias)

Tratamento
Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9

Controle (sem cobertura) O espigas 3 bandejas 3 bandejas 3 bandejas
Cobertura utilizando zeina extraida

do milho BRS 1060 - 3 bandejas 3 bandejas 3 bandejas
(convencional)

Cobertura utilizando zeina extraida

do milho BR 473(alto teor - 3 bandejas 3 bandejas 3 bandejas

proteico)
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2.4- Determinacoes fisico-quimicas

Umidade

Para a andlise de umidade foram pesadas 2g da amostra trituradas. Logo apds
foram colocadas em estufa a temperatura de secagem de 60°C com tempo de secagem
de 72 horas. O célculo de umidade foi realizado de acordo com o método 44-15, da

AACC (2000), sendo:

(cdpsula + amostrafresca) — (cdpsula + amostrasec a)

Y%Umidade = x100

amostra seca

Acidez total titulavel

A acidez tituldvel foi determinada como o volume (mililitros) de NaOH
0,1mol/L. requerido para titular 10g de amostra desintegrada em processador de
alimentos (Moinho IKA Allbasic) com 90mL de dgua, de acordo com Pregnolatto e
Pregnolatto (1985). A acidez foi expressa em mL de NaOH 0,Imol/L por 100g da

amostra.

pH

A andlise de pH foi realizada conforme protocolo da A.O.A.C. (1995), em
pHmetro digital (Marconi).

Determinacao de perda de massa

A determinagdo da porcentagem de perda de massa foi calculada pela diferenca

entre a massa inicial das bandejas de milho doce e aquela obtida em cada dia avaliacdo.

PM= (mi-mf)/(mi)x100
Em que:
PM = perda de massa (%);
Mi = massa inicial da bandeja com as espigas;

MF = massa final da bandeja com as espigas
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Teor de solidos solaveis totais (SST)

O teor de sélidos soliveis das amostras foi avaliado utilizando-se refratometro
de bancada, marca Atago (modelo PAL-1). Para tanto, centrifugou-se ImL do extrato
triturado, em micro centrifuga por 10 minutos. A leitura foi feita do sobrenadante,

obtido apds a centrifugacdo.

Cor

A cor das amostras foi avaliada utilizando-se colorimetro Konica Minolta,
modelo CR 400. Foram utilizadas 9 espigas por tratamento, realizando-se 3 leituras por
espiga. A avaliacdo de cor foi efetuada pelo sistema L a* e b*, por refletancia, no qual
os valores de L* (luminosidade ou brilho) variam de zero (preto) a 100 (branco), no
eixo a ocorre a variagdo de -a* (verde) até +a* (vermelho) e no eixo b a variacdo de -b*
(azul) até +b* (amarelo) (BIBLE; SINGHA, 1993).

O modelo de cor CIELAB funciona como um tradutor universal de linguas
entre os dispositivos, permitindo controlar as cores que passam de um dispositivo para
outro, correlacionando os valores em RGB ou CMYK com os valores em L* a* b*. A

Figura 13 representa o modelo de CIELAB.

Figura 13: Representagdo tridimensional da cor CIELAB

2.5- Analise estatistica

Para o estudo do armazenamento das espigas de milho dos diferentes hibridos
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e seu efeito sobre o produto final, o delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x4, sendo 3 tratamentos (Controle,
Cobertura BRS 1060 e Cobertura BR 473) e 4 periodos de avaliacao (0, 3, 6 e 9 dias de
armazenamento). Nas andlises fisica e fisico-quimicas foram utilizadas 3 repeti¢des para
cada tratamento, exceto para cor do milho que foram utilizadas 27 repeticdes.

Os resultados obtidos das avaliacdes fisicas e fisico-quimicas do milho verde
foram primeiramente submetidos a andlise exploratéria para a verificagdo de pontos
discrepantes, homogeneidade de varidncia, problema de escala e tamanho da amostra e
posteriormente foram feitas a andlise de varidncia pelo Teste F e comparacdo das
médias pelo Teste de Tukey (5%) ajustado para comparagdes multiplas, utilizando-se o

sistema estatistico SAS (Statistical Analysis System, 1989).
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Aspecto geral das espigas de milho

O armazenamento de vegetais pode resultar em diversas alteragdes visuais
como a perda de cor ou a ocorréncia de danos biologicos. A rejeicao do produto pode
estar também correlacionada com a sensacdo de sabor e odor ao se detectar niveis de
metabdlitos associados com a deterioracio (McMEEKIN; ROSS, 1996). Além destes
aspectos, também constituem alteragdes frequentemente citadas na literatura a perda de
agua, com consequente murchamento (ALVES et al., 2004).

Considerando o aspecto visual dos hibridos armazenados, o que mais fica
evidenciado é a perda de umidade. As espigas recém-colhidas apresentaram graos
tdrgidos, entretanto, ao longo do periodo de armazenamento os hibridos mostraram
variabilidade quanto a conservacdo da umidade, podendo ser encontradas espigas com
graos mais tdrgidos e outros mais desidratados, dentro de cada tratamento e tempo. A
perda de agua resultou em depressdes (dentes) no topo dos graos, com aspecto de
endurecimento naquelas espigas que foram armazenadas sem cobertura de zeina

(Figuras 14, 15,16 e 17)
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Figura 14: Foto tirada antes do armazenamento das espigas sem cobertura

Figura 15: Foto tirada no 9° dia de armazenamento das espigas sem cobertua
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Figura 16: Foto tirada no 9° dia de armazenamento das espigas com cobertura de zeina
extraida do milho BR 473

Figura 17: Foto tirada no 9° dia de armazenamento das espigas com cobertura de zeina
extraida do milho BRS 1060
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Comparando-se as espigas com e sem tratamento aos 12 dias de
armazenamento (Figura 18), pode-se observar que apenas as espigas com cobertura de
zeina extraida pelo Novo Método (utilizando 4cido ascérbico como agente redutor)

conservou a cor e a turgidez dos graos do milho.
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Figura 18: Foto tirada no 12° dia de armazenamento das espigas com e sem cobertura de zeina extraida do
milho, onde:

Amostra 1: sem tratamento

Amostra 2: cobertura a base de zeina comercial

Amostra 3: cobertura a base de zeina extraida com o uso de acido ascorbico (10%)

Amostra 4: cobertura a base de zeina extraida com o uso de acido ascérbico (20%)

3.2- Analises fisico-quimicas

As alteracdes da perda de massa, pH, umidade, acidez tituldvel e sélidos
soliveis totais de cada tratamento durante o armazenamento sob condigdes de
refrigeracdo sdo mostradas nas Tabelas 5, 6, 7, 8 e 9.

O nivel maximo de perda de peso aceitdvel para produtos horticolas varia em
funcdo da espécie e do nivel de exigéncia do mercado consumidor. Para a maioria dos
produtos horticolas frescos, a perda de peso mdxima observada, sem o aparecimento de
murcha e enrugamento da superficie, oscila entre 5% e 10% (FINGER; VIEIRA, 1997).
A perda médxima de peso permitida para o milho doce comercializado em bandeja é de

7% (KAYS, 1991).
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Tabela 5 — Teor da perda de massa nas espigas de milho verde dos diferentes
tratamentos em fun¢do do tempo de armazenamento.

Tratamentos
Analises Tempo Sem Cobertura Cobertura
Cobertura BR473 BRS 1060
Dia O - - -
Perda de massa Dia 3 11,47% 8,92% 12,45%
(2) Dia 6 15,14° 15,98* 18,86
Dia 9 28,62° 19,56 34,05°

Os resultados sdo médias de triplicatas.
Médias seguidas da mesma letra na mesma linha nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 6 — Teor de pH nas espigas de milho verde dos diferentes tratamentos em funcao
do tempo de armazenamento

Tratamentos
Analises Tempo Sem Cobertura Cobertura
Cobertura BR473 BRS 1060
Dia 0 6,87 - -
oH Dia 3 6,78" 6,84" 6,34"
Dia 6 6,44" 6,52* 6,45"
Dia 9 6,42 6,46 6,35

Os resultados sdo médias de triplicatas.
Meédias seguidas da mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 7 — Teor de umidade nas espigas de milho verde dos diferentes tratamentos em
funcdo do tempo de armazenamento.

Tratamentos
Anélises Tempo Sem Cobertura Cobertura
Cobertura BR473 BRS 1060
Dia 0 76,16 - -
Umidade Dia 3 74,02 78,22* 78,33"
(%) Dia 6 75,13 77,71° 76,45
Dia 9 76,55* 75,15° 77,90

Os resultados sdo médias de triplicatas.
Meédias seguidas da mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Tabela 8 — Teor de acidez tituldvel nas espigas de milho verde dos diferentes
tratamentos em fun¢do do tempo de armazenamento.

Tratamentos
Analises Tempo Sem Cobertura Cobertura
Cobertura BR473 BRS 1060
Dia 0 60,93 - -
Acidez titulavel Dia 3° 38,88" 40,49° 37,09
(mL de NaOH 0,1 mol/L por 100g) Dia 6 36,47° 39,71° 36,51°
Dia 9 28,67" 27,29* 30,28

Os resultados sdo médias de triplicatas.
Médias seguidas da mesma letra na mesma linha nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Tabela 9 — Teor de sélidos soliiveis totais nas espigas de milho verde dos diferentes
tratamentos em fun¢ao do tempo de armazenamento.

Tratamentos
Analises Tempo Sem Cobertura Cobertura
Cobertura BR473 BRS 1060
Dia 0 15,4 - -
Sélidos soldveis totais Dia 3% 15,3% 14,2% 14.4%
(°Brix) Dia 6" 14,3* 13,7 15,0°
Dia 9% 14,0° 14,6 13,5*

Os resultados sdo médias de triplicatas.
Meédias seguidas da mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Segundo Chitarra & Chitarra (2005), o principal fator responsavel pela perda
de massa durante o armazenamento de frutas e hortalicas € a transpiragdo, que esta
intimamente relacionada com a respiracdo do produto. Perdas na ordem de 3% a 6% sao
suficientes para causar um marcante declinio na qualidade.

Apesar de as espigas de milho armazenadas com zeina extraida do milho BR
473 ter tido a menor perda de massa (19,56g), ndo houve diferenga estatistica entre

aquelas espigas armazenadas sem cobertura (28,62g) e daquelas armazenadas com a

cobertura de zefna extraida do milho BRS 1060 (34,05g).
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A umidade de um vegetal pode ser definida como a quantidade de édgua
presente no mesmo em sua totalidade, sob diferentes formas (livre e ligada). A perda de
dgua nos vegetais relaciona-se principalmente ao processo de transpiracdo, respiracio e
ao tempo de armazenamento e resulta em enrugamento, amolecimento dos tecidos e
perda de brilho, tornando os frutos mais susceptiveis as deteriora¢des. Também pode
ocasionar alteracdes na cor e sabor dos mesmos (KADER, 1992).

O milho verde colhido € altamente perecivel devido principalmente ao seu
elevado teor de umidade, o que torna seu periodo de comercializacio bastante restrito.
No caso especifico do milho, ha que se considerar que a umidade é um importante fator
na manuten¢do do milho no seu estadio verde (CALBO; MORETTI, 2003).

No presente trabalho, a cobertura a base de zeina foi eficiente para a
conservacao da umidade dos graos de milho, tendo os melhores resultados para o
terceiro e sexto dia de armazenamento. Com relacdo as demais parametros avaliados,

ndo houve diferencga estatistica com relagao ao uso ou ndo da cobertura de zeina.

3.3- Cor

A Tabela 10 refere-se a determinacdo de cor das espigas de milho utilizando

colorimetro.

Tabela 10 — Pardmetros de cor das espigas de milho aos 9 dias de armazenamento

Tratamentos
Dia de Paramet
Armazenamento arametros Sem Cobertura BR Cobertura
Cobertura 473 BRS 1060
L* 60,16° 62,55%® 66,30°
Dia 9 a* 2,422 2,342 2,02%
b* 40,97% 42.66% 42.36%

Os resultados sdo médias de triplicatas.
Meédias seguidas da mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Observou-se que as espigas de milho envolvidas com cobertura de zeina, tanto
pela BR 473 quanto pela BRS 1060, obtiveram uma maior luminosidade ou brilho (L*)
em relacdo aquelas espigas sem cobertura, diferindo estatisticamente a 5% de
significancia. Com rela¢do aos pardmetros a* e b*, ndo houve diferenga estatistica, mas
pode-se notar que as espigas envoltas pela cobertura de zeina apresentou uma coloragao
mais amarela. A coloracdo amarela predominante deve-se a presenga de carotenoides na

proteina, predominentemente -caroteno, zeaxantina e luteina em maior quantidade.

103



4- CONCLUSOES

Considerando-se o teste de armazenamento do milho utilizando cobertura ou
ndo ficou evidenciado que o armazenamento utilizando a cobertura de zeina foi eficiente
para manter a umidade dos graos das espigas e aumentar a luminosidade e brilho. Esse
aspecto ja € positivo levando em consideragdo que a perda da umidade das espigas gera
o murchamento dos grio e, consequentemente, perda na vida de prateleira dos mesmos,
assim como a luminosidade melhora o aspecto visual das espigas.

Sendo assim, sugere-se mais estudos com relacdo a composicdo da cobertura

de zeina para que possa haver melhorias em outros aspectos de conservagao.
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5- CONCLUSOES GERAIS

Podemos concluir que o método modificado de extracdo de zeina utilizando o
acido ascoérbico como agente redutor em substituicdo ao agente redutor toxico beta-
mercaptotanol € uma boa opcdo para a utilizagdo da zeina em filmes e coberturas
comestiveis, uma vez que apresentou alguns resultados satisfatérios na conservagdo da
espiga de milho verde.

Nao foi encontrada diferenca no perfil eletroforético de diferentes acessos de
milho pertencente ao Banco Germoplasma, podendo entdo ser utilizado qualquer

linhagem analisadas de milho na produgao dos biofilmes, sem qualquer alteracao.
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